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Reunidos em um grupo de seis pessoas, todas com trajetoria profissional 
voltada a bancada do Laboratorio de Analises Clfnicas e a Academia, produzi- 
mos este livro que contempla todas as areas da hematologia, alem de trazer um 
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conhecimentos trocados que resultaram na forma final de Hematologia labora- 
torial: teoria e procedimentos - um livro voltado ao profissional que, no seu dia a 
dia, trabalha no laboratorio de analises cllnicas, mas que tambem pode ser usa- 
do como fonte de consulta e aprendizado pelos demais profissionais da area de 
saude que se interessam pela hematologia. 
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FASE PR£-ANAlJTICA EM 
HEMATOLOGIA LABORATORIAL 


1 


O processamento das amostras para exames laboratoriais e composto por tres 
fases denominadas de pre-analitica, analitica e pos-analitica. A fase pre-analiti- 
ca engloba to das as atividades que precedem o ensaio laboratorial, ou seja, com- 
preende as atividades realizadas antes da determina^ao analitica. A fase analiti¬ 
ca inicia-se com a valida^ao do sistema analitico, passando pelo controle de 
qualidade intemo e se encerra quando a determina^ao analitica gera um resulta- 
do. Ja a fase pos-analitica inicia-se apos a gera^ao do resultado analitico, quanti¬ 
tative e/ou qualitativo, sendo finalizada apos a entrega do laudo e interpreta^ao 
do resultado. 1 

Conforme o Quadro 1,1, cada etapa possui fontes de erros que afetam a qua¬ 
lidade e confiabilidade dos resultados reportados. Com o uso de equipamentos 
automatizados no laboratorio de hematologia, o processo analitico e seu contro¬ 
le se tornaram mais confiaveis, Contudo, erros ainda ocorrem e sao, na maioria 
dos casos, observados durante as fases pre e pos-analitica, as quais sao conjunta- 
mente chamadas de fase extra-analitica. Portanto, conhecer os fatores que in- 
fluenciam a qualidade dos resultados, desde o prepare do paciente para a coleta 
da amostra, passando pela analise propriamente dita, ate a emissao dos resulta¬ 
dos, e de fundamental importancia para que sejam estabelecidas estrategias e 
ferramentas de monitoramento dos pro cess os envolvidos, de mo do que funcio- 
nem como planejado e especificado. 

A fase pre-analitica envolve todos os fatores que devem ser levados em conta 
antes da realiza^ao do exame propriamente dito e que exer^am influencia direta 
na interpretat^ao dos resultados. Ela necessita de procedimentos que indiquem e 
controlem suas possiveis falhas, de modo a permitir que as inferences dos estu- 
dos de precisao e exatidao dos sistemas analiticos realmente contribuam para 
melhorias das fases analitica e pos-analitica. As fontes de varia^ao pre-analitica 
podem ser divididas em variaveis fisiologicas, variaveis de coleta e manipula^o 
da amostra e variaveis endogenas, que sao mostradas, de modo didatico, no 
Quadro 1.2. Cabe lembrar que tudo come^a com a solicita^ao dos exames mais 
apropriados, no momento certo, os quais serao interpretados corretamente, o 
que traz beneficios aos pacientes, aos medicos e aos laboratories. 


variaveis fisiol6gicas 


Determinados fatores fisiologicos, intrinsecos ao paciente, podem afetar os resul¬ 
tados dos exames laboratoriais. Estes fatores incluem situa^ao clinica do paciente, 
idade, sexo e ra^a, jejum, postura, efeitos do exercicio fisico, ritmo circadiano, alti¬ 
tude em que foram coletados os exames, gravidez e estilo de vida do individuo. 

:: SITUA^AO CLlNICA 

A situa^ao clinica do paciente se refere ao porque ele esta realizando o exame 
solicitado. Isso pode parecer uma situa^ao irrelevante, mas na hematologia pode 
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QUADRO 1.1 Fontes e frequences de erro que afetam a qualidade e confiabilidade dos resultados 
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■ Orientagao inadequada ao paciente 

■ Falha no equipamento 

■ Perda do resuitado 

■ Tempo de jejum 

■ Perda da amostra 

■ Interpretagao equivocada do resuitado 

■ Legibilidade da requislgao medica 

■ Troca da amostra 

eagaosubsequente 

■ Requisigao medica incorreta 

■ Contaminagao entre amostras 

■ Erro na transcrigao dos resultados 

■ Interpretagao incorreta da requisigao medica 

■ Sistema analftico nao vaiidado 

■ Tempo de iiberagao dos resultados 

■ Perda da requisigao medica 

previamente a analise 

acima do especificado 

a Coleta inadequada 

■ Falhas naodetectadas nocontroie 

■ Problemas com o sistema de 

■ Estase venosa prolongada 

interno de qualidade: erro sistematico 

informagao laboratorial 

■ Utilizagao de tubo de coieta inadequado 

■ Incorreta proporgao entre sangue e 
anticoagulante 

■ Identificagao incorreta do paciente 

■ Transporte e armazenamento da amostra 
inadequados 

■ Centrifugagao inadequada 

e erro randomico 

* Valores de referenda e limites de 
decisao inapropriados 


Fonte: Adaptada de Lima-Oliveira e colaboradores 2 e Plebani . 3 


QUADRO 1.2 Fontes de variagao pre-analitica 
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■ Situagao clinica 

■ Idade 

■ Sexo 

■ Raga 

■ Jejum 

■ Postura 

■ Efeitos do exerdcio fisico 

■ Ritmo circadiano 

■ Altitude 

■ Gravidez 

■ Estilodevida 

■ Identificagao da amostra 

■ Efeitos da infusao 

■ Coleta sanguinea 

■ Tempo de garroteamento 

■ Material do tubo de coleta 

■ Ordem de coleta dos tubos 

■ Homogenelzagao da amostra com o 
anticoagulante 

■ Anticoagulante 

■ Confecgao da extensao sanguinea sem 
anticoagulante logo apos a coleta 

■ Transporte e armazenamento inadequados 

■ Centrifugagao 

■ Presenga de anticorpos circulantes 
contra leucocitos e plaquetas (EDTA 
dependentes) 

■ Analitos que provocam interference 
» Efeito de medicamentos e seus 

metabolitos 


EDTA, addo etilenodiaminotetracetico (do ingles ethy/ened/am/ne fefraacet/c add). 
Fonte: Adaptada de Jury, Nagia e Tatsumi , 4 Mullins , 5 e Narayanan . 6 


ser uma informagao bastante util, pois direciona a 
analise e fornece seguranga no momenta de rela- 
tar as alteragoes hematologicas observadas na mi- 
croscopia. Uma doenga hereditaria se manifesta, 
muitas vezes, desde o nascimento. O fato de o pa- 
ciente informar que estava bem e que pas sou a ter 
algum sintoma ha pouco tempo, afasta a hipotese 
de uma doenga hereditaria ou pode sugerir, por 
exemplo, o inicio de uma crise de hemolise. 7 

:: 1DADE, SEXO, RA£A, JEJUM E POSTURA 

A idade, o sexo e ate mesmo a raga sao fundamen¬ 
tals para a interpretagao dos exames hematologi- 
cos, pois os valores de referenda foram definidos 
para diferentes populates e agrupados conforme 


genero e faixa etaria. Ocorre um aumento subs- 
tancial na contagem de globulos vermelhos nos 
recem-nascidos em comparagao com a dos adultos 
em decorrencia da glicose ser metabolizada muito 
rapidamente em neonatos. O aumento do oxigenio 
arterial logo apos o nascimento ocasiona um au¬ 
mento dos niveis de hemoglobina. Nos recem-nas¬ 
cidos, a contagem de neutrofilos e elevada e atinge 
um valor maximo entre 1 e 2 dias apos o nasci¬ 
mento, enquanto a contagem de monocitos per- 
manece aumentada ate duas semanas apos o nas¬ 
cimento e a contagem de eosinofilos por ate uma 
semana. A contagem de linfocitos esta aumentada 
significativamente no momento do nascimento e 
permanece elevada em criangas de ate 4 anos de 
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idade. Ja a contagem de basofilos permanece ele- 
vada, mas apenas temporariamente, ate um dia 
apos o nascimento. Saber se o paciente esta em je- 
jum ou nao e importante, pois o pos-prandial al¬ 
tera, principalmente, a linhagem leucocitaria. 
Nao considerando situates de urgencia e emer- 
gencia, nas quais os exames sao solicitados a qual- 
quer momento e sem necessidade de jejum previo, 
o periodo de jejum - habitualmente solicitado 
para a coleta de hemograma e testes de coagula- 
9&0 - e de 8 boras, podendo ser reduzido para 4 
horas sem que haja grandes prejuizos e para 1 ou 2 
horas em situa 9 oes especiais que envolvam crian- 
9 as de baixa idade e de baixo peso. Mudan^as na 
postura, principalmente quando o paciente pass a 
da posi^ao deitada para a posi^ao em pe ou senta- 
da, provocam deslocamento da agua corporal do 
interior dos vasos para o espa<j:o intersticial, que 
resulta em hemoconcentra^ao e causa flutua 9 oes 
entre 8 e 10 % na hemoglobina, volume globular e 
contagem de leucocitos em rela^ao a concentra^ao 
inicial. O correto e padronizar a postura do pa¬ 
ciente durante coletas subsequentes; contudo, 
sempre que possivel, recomenda-se fazer a coleta 
com o paciente sentado . 6 ' 8 

:: EFEITOS DO EXERClCIO FISICO 
E RITMO CIRCADIANO 

Perguntar ao paciente o que ele estava fazendo 
antes da coleta de sangue e importante porque 
exercicios fisicos, deslocamento ate o laborato- 
rio de bicicleta ou em caminhadas apressadas 
alteram os exames hematologicos, aumentando 
a contagem de leucocitos, por fazer um desloca¬ 
mento dos leucocitos do pool marginal para o 
circulante, assim como a contagem de plaque- 
tas. Exercicios fisicos podem influenciar a he¬ 
mostasia, ativando a coagula 9 ao, a fibrinolise e 
as plaquetas. O horario da coleta se correlaciona 
com o ritmo circadiano de flutua 9 oes que ocor- 
rem com certos hormonios, substancias e celu- 
las presentes na corrente sanguinea. Os niveis 
de ferro e as contagens de eosinofilos aumen- 
tam no periodo da tarde. Deve-se realizar a co¬ 
leta dos pacientes em conduces basais que se- 
jam reprodutiveis e padronizaveis . 4 - 5 ’ 7 - 8 

:: ALTITUDE E GRAVIDEZ 

Altera 9 oes nas contagens sanguineas podem 
ocorrer quando realizadas ao nivel do mar ou em 
altitudes elevadas. Por exemplo, o volume globu¬ 
lar e a concentra 9 ao de hemoglobina podem 


aumentar cerca de 8 % em uma altitude de 1.400m 
em rela 9 ao ao nivel do mar. A concentra 9 ao de 
transferrina diminui com o aumento da altitude. 
Na gravidez, ocorre um aumento do volume plas- 
matico medio que leva a hemodilu^ao. A velocida- 
de de hemossedimenta 9 ao aumenta em ate cinco 
vezes devido a presen 9 a de proteinas de fase aguda. 
Tambem ocorre aumento dos niveis de fator VII e 
diminui 9 ao dos niveis de ferro e ferritina . 6 

:: ESTILO DE VIDA 

O estresse e a ansiedade podem provocar aumento 
temporario nas contagens de leucocitos. A inges- 
tao regular de etanol pode provocar aumento do 
volume corpuscular medio (VCM). Em fumantes 
de longo prazo, tambem pode ocorrer aumento do 
VCM e das concentra 9 oes de carboxihemoglobi- 
na, hemoglobina e nas contagens de eritrocitos e 
leucocitos. O aumento dos leucocitos esta correla- 
cionado com o numero de ma 9 os fumados . 6 


variAveis de coleta e 

MANIPULACAO DA AMOSTRA 


Para minimizar o erro pre-analitico, algumas va- 
riaveis precisam ser padronizadas, como, por 
exemplo, conferencia do nome do paciente, tecni- 
ca de coleta, tempo de dura 9 ao da aplica 9 ao de 
garrote (torniquete), locais de coleta, anticoagu- 
lantes utilizados para a coleta de sangue, rela 9 ao 
sangue/anticoagulante e manuseio e processa- 
mento das amostras. 

:: IDENTIFICA^AO DAS AMOSTRAS 

Erros de identifica 9 ao, tanto da amostra como do 
paciente, levam a subsequentes erros de transcri- 
9 ao de resultados, podendo acarretar a graves er¬ 
ros medicos. O coletador deve se assegurar de que 
a amostra que sera coletada realmente seja do pa¬ 
ciente especificado na requishjao medica. Esta si- 
tua 9 ao constitui um problema critico e nao deve 
ser subestimada. Para assegurar uma correta 
identifica 9 ao do paciente, deve-se solicitar pelo 
menos dois ou mais identificadores, tais como 
nome e data de nascimento, sendo que estas infor- 
ma 9 oes devem ser as mesmas que constam na re- 
quisi 9 ao medica. No caso de pacientes hospitali- 
zados, a identifica 9 ao por meios eletronicos ou 
pulseiras com codigo de barras reduz o risco de 
erros de identifica 9 ao dos pacientes. O numero do 
leito nunc a deve ser utilizado como criterio de 
identifica 9 ao. Para recem-nascidos e pacientes 
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com dificuldades de comunica^o, o coletador 
deve valer-se de informa^oes fornecidas por 
acompanhante ou equipe de enfermagem. A iden- 
tifica^ao das amostras deve ser realizada logo 
apos o termino da coleta, na presen^a do paciente 
e antes de sair do local de coleta. A data e a hora da 
coleta devem ser registradas no tubo, assim como 
a identifica^ao do coletador. 8 - 9 

:: EFEITOS DA INFUSAO 

Nos pacientes que estao recebendo infusao de al- 
gum medicamento ou soro fisiologico ou glicosa- 
do, as amostras de sangue nao devem ser obtidas 
do local proximo a infusao e sim do bra^o oposto. 
Deve-se passar pelo menos 8 horas antes de se co- 
letar sangue de um paciente que recebeu uma 
emulsao de lipidios. O periodo de espera para co¬ 
leta de sangue de pessoas que receberam uma so- 
lu^ao rica em carboidratos, ou aminoacidos e pro- 
teinas hidrolisadas, ou eletrolitos e de pelo menos 
1 hora depois da cessa^ao da infusao. Para indivi- 
duos que receberam transfusoes de sangue, a ex- 
tensao da hemolise e, com isso, o aumento dos 
valores de potassio, lactato desidrogenase e hemo¬ 
globin a livre estao diretamente relacionados com 
o tempo decorrido entre a produ^ao do concen- 
trado de hemacias e a transfusao propriamente 
dita. 6 


:: COLETA SANGU1NEA 

A coleta de sangue deve ser padronizada pelos la¬ 
boratories a fim de evitar contagens espurias e 
artefatos gerados in vitro. A coleta sanguinea 
inclui a pun^ao venosa, o uso do anticoagulante 
adequado, a correta homogeneiza^ao da amostra 
apos ser transferida para o tubo e, conforme o la¬ 
boratory, a confec<;ao da extensao sanguinea sem 
anticoagulante. A pun^ao sanguinea pode ser rea¬ 
lizada pelo sistema a vacuo e por seringa e agulha. 
Na primeira situa^ao, os tubos so devem ser reti- 
rados do suporte apos o preenchimento total do 
tubo; isso vai garantir uma correta propor<;ao de 
sangue e anticoagulante. Logo apos o tubo ser re- 
tirado do suporte, ele deve ser homogeneizado 
gentilmente por inversao. Isso garante a completa 
solubiliza^ao do anticoagulante e a correta anti- 
coagula<;ao da amostra de sangue. Deve-se sem- 
pre verificar a data de validade dos tubos, uma vez 
que eles vao perdendo o vacuo ao longo do tempo, 
o que pode resultar em relates sangue/anticoa- 
gulante inadequadas. 

Quando a pun^ao e realizada com seringa e 
agulha, o sangue deve fluir para o interior da se¬ 
ringa sem que se tenha de fazer qualquer esforqo 
para puxar o embolo. Quando isso nao ocorre, o 
turbilhonamento ocasionado pelo esfor^o causa 
altera^oes celulares. A Figura 1.1 mostra a correta 





1. Tecnlca de insergao correta. 0 sangue flui 2. Bisel sobre a parede superior 3. Bise! sobre a parede inferior da veia 
iivremente para dentro da agulha da veia nao permite que o sangue flua nao permite que o sangue flua 



4. Agulha inserida alem da veia 5. Agulha parciaimente inserida, provocando 6. Veia colabada 

extravasamento de sangue no teddo 



7. Quando a veia desliza, a agulha pode escorregar 
para o tado e nao penetrar na veia 


FIGURA 1.1 Situa^&es que ocorrem durante a inser^ao da agulha nas coletas sangumeas. 


Fonte: Adaptada de McCall e Tankersley . 10 
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tecnica de insergao da agulha (1) e problemas que 
podem prejudicar a coleta, mas que devem ser 
contornados por urn coletador experiente. 

Terminada a pungao, a agulha deve ser retira- 
da da seringa e o sangue pass ado aos tubos, respei- 
tando a proporgao de sangue e anticoagulante. 7 
Para a coleta dos exames hematologicos, a prefe¬ 
rence e pela coleta de sangue venoso e a partir da 
pungao das veias do antebrago: mediana cubital, 
cefalica ou basilica. Sempre ambos os antebragos 
devem ser observados, e a pungao, realizada na 
veia mais visivel. Antes da pungao, deve-se fazer 
assepsia com alcool a 70%. A Figura 1.2 mostra a 
representagao esquematica das veias do antebrago. 


Fossa 


antecubital veia cefalica 



FIGURA 1.2 Representagao esquematica 
das veias do antebrago. 


Fonte: Adaptada de Mullins . 5 

Em criangas, quando o aces so venoso e dificil, 
a coleta na jugular externa pode ser uma boa op- 
gao, mas tambem pode ser realizada a pungao ca- 
pilar. A coleta do sangue capilar deve ser feita nas 
partes externas, medial e lateral do calcanhar, sen- 
do que este deve estar aquecido. A pungao deve ser 
feita com lanceta apropriada, apos assepsia, e o 
sangue deve verter espontaneamente, sem que ne- 
nhuma compressao seja feita com a intengao de 
aumentar o fluxo sanguineo. Existem diferengas 
nos resultados de alguns parametros hematologi¬ 
cos entre o sangue capilar e o venoso. Para alguns 
autores, o volume globular, a concentragao da he- 
moglobina, contagem de eritrocitos, leucocitos, 
neutrofilos e monocitos sao mais elevados no san¬ 
gue capilar, e a contagem de plaquetas e mais ele- 
vada no sangue venoso, talvez por adesao das mes- 
mas no local da pungao capilar. 4 Ja outros autores 
relatam que a contagem de eritrocitos, volume 


globular e a hemoglobina sao menores no sangue 
capilar em relai^ao ao venoso. 11 A concordancia 
entre esses autores se da na contagem de plaquetas. 
A Figura 1.3 exemplifica os locais para a realiza- 
i^ao da pun^ao capilar. 


Posigao lateral 
do calcanhar 


FIGURA 1.3 



Pungao atraves das 



posterior do calcanhar 


Locais para a realizagao da pungao 


Fonte: Adaptada de Mullins . 5 


Em idosos ou em pacientes com a pele flacida, 
apos a escolha da veia a ser puncionada, a pele deve 
ser bem distendida com ajuda do polegar para evi- 
tar sangramentos subcutaneos. Em situagoes em 
que o paciente esteja com um cateter para a infu- 
sao de soros e medicamentos, a pungao sanguinea 
pode ser feita pelo proprio cateter. Contudo, uma 
determinada quantidade de sangue, diluida pelo 
liquido de infusao, deve ser descartada para que 
se possa utilizar a amostra para a realizagao de 
exames hematologicos. Quando o volume descar- 
tado e menor que o recomendado, podem ocorrer 
alteragoes no volume globular e nos leucocitos es- 
puriamente para menos. Recomenda-se que o vo¬ 
lume descartado seja pelo menos 4 vezes maior 
que o volume do espago morto do cateter, o qual 
depende do seu comprimento e do seu diametro. 
Os resultados do tempo de protrombina (TP) e do 
tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa) 
sao inversamente proporcionais ao volume des¬ 
cartado em pacientes heparinizados. Isso significa 
que, se o volume descartado nao for o ideal, ocor- 
re aumento do TP e TTPa por interference da he- 
parina. Nao se recomenda que exames para ava- 
liagao da hemostasia sejam coletados do cateter; 
caso seja necessario, um volume minimo de 30 mL 
deve ser descartado, especialmente se o tempo de 
trombina (TT) for determinado. 11 
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Quando a coleta e realizada com sistema de 
escalpe, sendo o tubo com citrato o primeiro a ser 
coletado, deve-se utilizar um tubo de descarte. O 
uso do tubo de descarte tem por finalidade 
preencher o espa^o morto do escalpe, de modo a 
garantir a propor^ao adequada do anticoagulante 
em rela^ao ao sangue total. Para fins de descarte, 
pode-se utilizar os proprios tubos de citrato ou tu- 
bos sem qualquer aditivo. 12 

Amostras que chegam ao setor de hematolo¬ 
gia com volume menor do que o volume nominal 
do tubo ou visivelmente hemolisadas nao devem 
ser processadas. A primeira pode conter altera- 
9 oes celulares causadas pelo anticoagulante, e a 
ultima, ser reflexo de uma coleta traumatica. 6 

A gasometria e muito solicitada em laborato¬ 
ries que atendem a domicilio e a hospitais, in- 
cluindo leitos de enfermarias, apartamentos, ber- 
q:ario ou unidade de terapia intensiva, e esse 
exame exige coleta de sangue arterial, o qual, mui- 
tas vezes, e encaminhado ao lab oratorio na pro¬ 
pria seringa, sem que haja divisao previa da amos- 
tra para os demais exames solicitados. A divisao 
posterior para realiza^ao do hemograma nao deve 
ser feita porque nao se consegue a perfeita horno- 
geneiza^ao do sangue no interior da seringa. 
Quando junto a solicita^ao de gasometria tambem 
se tem a do hemograma, a amostra sanguinea 
deve ser separada no momento da coleta. A lami¬ 
na deve ser confeccionada logo apos o termino da 
pun^ao, nao sendo recomendado que ela seja feita 
no laboratorio, porque a gasometria e coletada 
com heparina e esta interfere na colora^ao das ce- 
lulas. Outra situa^ao em rela^ao a pacientes inter- 
nados (algumas vezes, pacientes ambulatoriais) e 
que a coleta pode ser dificil e a amostra inadequa- 
da para o exame, mas, por insistencia medica ou 
por se querer cumprir a prescri^ao solicitada, ela e 
encaminhada para realiza^ao de exames hemato- 
logicos. Esse tipo de amostra nao e apropriado 
para a realiza^ao de exames hematologicos, por¬ 
que a interpretation do exame pode ficar muito 
comprometida. Muitas vezes, esse resultado ina- 
dequado pode ser comparado com outro em que a 
coleta nao estava dificil e nao se tem uma explica- 
9 ao para a varia^ao entre os resultados. 

Em muitos hospitais com UTI (geral ou neo¬ 
natal) ou com ber^ario, a coleta nao e realizada 
pelo laboratorio. Nessas situates, a responsabili- 
dade sobre a coleta e do profissional que a executa 
e nao do laboratorio, que passa a ser um executor 


do material que lhe foi enviado e que nao tem res- 
ponsabilidade sobre troca de amostras, sobre as 
condi^oes de coleta (traumaticas) e sobre o uso do 
anticoagulante (foi usado o anticoagulante correto? 
A rela^ao sangue/anticoagulante foi obedecida?). 
Essa responsabilidade deve estar documentada 
pelo laboratorio junto ao(s) responsavel(eis) pela 
coleta e, no laudo, deve ser escrito “amostra envia- 
da ao laboratorio”. 

Uma causa grave e potencialmente fatal de 
erro pre-analitico e a troca de amostra ou coleta 
de sangue de um paciente em um tubo identifica- 
do com o nome de outro, que gera um erro subse- 
quente de transcri^ao do resultado. Esses erros 
podem ocorrer em qualquer fase e, apesar dos sis- 
temas informatizados com codigo de barras para 
a identifica^ao das amostras dos pacientes, e es- 
sencial ter um processo de verificatpao cruzada. 

E interessante que o laboratorio oriente e es- 
clarega o paciente sobre os riscos de uma pun^ao 
sanguinea, um processo invasivo que pode ter 
como consequencia a forma^ao de hematoma, o 
que judicialmente caracteriza lesao corporal. No 
dia da coleta, o paciente nao deve realizar tarefas 
que exijam esfor^o fisico com o bra^o que sofreu a 
pun^ao. Essas orientates podem estar afixadas 
na sala de coleta (em local perfeitamente visivel) 
ou ser entregues ao paciente antes da coleta. Al- 
guns laboratories, ao cadastrar o paciente, geram 
um documento que contem as informa^oes sobre 
os riscos da coleta. O paciente, apos a leitura, da 
ciencia no documento. 

:: TEMPO DE GARROTEAMENTO 

O tempo de garroteamento (aplica^ao do torniquete) 
nao deve ultrapassar 1 minuto e, logo apos a entrada 
do sangue no bisel da agulha, ele deve ser liber ado. 
Um garroteamento alem desse tempo ocasiona es- 
tase localizada, hemoconcentra^ao, hemolise e in- 
filtra^ao de sangue nos tecidos, resultando em au- 
mento do volume globular e altera^oes no TP, TTPa, 
fibrinogenio, D-dimeros e fatores da coagula^ao. A 
coleta de alguns testes especiais de coagula^ao, 
como o fragmento 1+2 da protrombina (PF1.2) e o 
complexo trombina-antitrombina (TAT), deve ser 
realizada sem o uso de garrote, pois pode provo car 
elevates espurias desses marcadores, particular- 
mente se o tempo de garroteamento ultrapassar 1 
minuto. Caso, na procura de uma veia, o paciente 
fique garroteado por muito tempo, quando a veia 
for localizada, o garrote deve ser liberado e, apos a 
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normaliza^o da circula^ao, em torno de 2 minutos, 
garroteia-se novamente para proceder a pun^ao. 
Todos os fatores relacionados com os procedimen- 
tos de coleta sao de responsabilidade dos profissio- 
nais do laboratorio. Esses profissionais devem en- 
tender plenamente a importancia da coleta e dos 
fatores tecnicos sobre o resultado dos exames he- 
matologicos e devem ser reciclados periodicamen- 
te, no sentido de sempre melhorarem a qualidade 
dos servi^os prestados. n = 13 > 14 

:: ORDEM DOSTUBOS 
NA COLETA DESANGUE 

No momento da coleta, durante a troca de tubos, 
existe a possibilidade de contamina^ao de um 
tubo para outro com microrganismos, aditivos e 
liquido tecidual. Este ultimo possui especial im¬ 
portancia nos testes de coagula^ao, tanto que, na 
decada de 1940, Armand Quick, o inventor do TP, 
afirmou que “suco de tecido” e o interferente ex- 
terno mais importante que pode influenciar a 
coagula^ao e que qualquer tra^o desse suco deve- 
ria ser excluido das amostras a serem analisadas. 15 
O documento H3-A6 do Clinical and Laboratory 
Standards Institute (CL SI) 14 preconiza uma ordem 
de coleta para os tubos a vacuo cuja sequencia e 
apresentada na Tabela 1.1. 


Nas pun^oes capilares, recomenda-se que o 
primeiro tubo seja o de EDTA ou outro tubo com 
antic oagulante, caso nao tenha sido solicitado o 
hemograma. Esse procedimento proporciona 
mais acuracia aos testes hematologicos. 

:: MATERIAL DO TUBO DE COLETA 
(VIDRO OU PLASTICO) 

Por muitos anos, os tubos de vidro foram o pa- 
drao para se obterem amostras de sangue em la¬ 
boratories clmicos. Contudo, devido ao interesse 
crescente pela seguran^a dos profissionais do la¬ 
boratorio, alem da necessidade de facilitar a eli- 
mina^ao de residuos biologicos, tubos de plastico 
foram desenvolvidos. Os tubos de plastico pos- 
suem algumas vantagens sobre os de vidro: maior 
resistencia a choques mecanicos, maior tolerancia 
a altas velocidades de centrifugal ao, menor for- 
ma^ao de residuos solidos apos incinera^ao, alem 
de serem mais flexiveis para uso em lab oratorios 
automatizados e com manuseio de amostras por 
meio de sistemas robotizados. 

Nos exames de coagula^ao, quando se utilizam 
tubos de vidro, a propria superficie interna do tubo 
pode atuar como ativador dos fatores de contato 
(cininogenio de alto peso molecular, pre-calicreina, 
fator XI e XII), alem de haver elevado risco de os 



KtHji HiiMi [ijSli ill CTiBi Uj ^1: 

! as razoes para tal < 

)rdem 

ORDEM DE 

COLETA 

TlPO DO TUBO 

COR DA TAMPA 

RAZOES 

1 

Hemocultura 

Geralmente amarela 

r 1 

Minimizar as chances de contaminagao bacteriana 

2 

Tubos com citrato de sodio para 
coaguia^ao 

Azul 

Deve ser o primeiro tubo com anticoaguiante, pois todos 
os demais anticoagulantes e aditivos alteram os testes 
de coaguiagao 

3 

Tubos com citrato de sodio para 

VHS automatizado 

Preta 

Minimizar as chances de contaminagao por outro 
anticoaguiante senao o proprio citrato 

4 

Tubos de vidro para soro e sem 
aditivos 

Vermelha 

1-1 

Prevenir a contamina^ao por aditivos de outros tubos 

5 

Tubos de plastico para soro, com 
ativador de coagulo, com ou sem 
gel separador 

Amarela ou vermelha 

Devem ser preenchidos apos os tubos de coagula^ao, 
pois as particulas de silica ativam a coagulagao e alteram 
os seus testes 


6 

Tubos com heparina com ou sem 
gel separador de plasma 

Verde 

A heparina altera os testes de coagula^ao e interfere na 
obtengao de soro 

7 

Tubos com EDTA 

Roxa 

0 EDTA e o maior responsavel por problemas de arraste. 

Eleva os resultados de TP e o TTPa. Diminui os nfveis de ferro 

8 

Tubos com oxalato/fiuoreto de sodio 

Cinza 

Aumenta os nfveis de sodio e de potassio e altera a 
morfologia dos eritrocitos 


VHS, velocidade de hemossedimentagao; EDTA, addo etilenodiaminotetracetico; TP, tempo de protrombina; TTPa, tempo de tromboplastina 
pare a I ativada. 

Fonte: Adaptada de McCall e Tankersley 10 e Clinical and Laboratory Standards Institute . 14 
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vidros se quebrarem e provocarem cortes e 
exposi^ao a material infectante. Embora os tubos 
de coagukqao possam ser de vidro ou plastico, os 
valores de referenda podem variar se a amostra e 
coletada em tubo de vidro ou em tubo de plastico. 
Para evitar essa situa^ao, os laboratories devem 
padronizar o tipo do material do tubo utiliza- 
do.n,i3 Em rela^ao ao hemograma, nao ha diferen- 
$as evidentes e clinicamente significativas sobre o 
uso de tubos com EDTA compostos de vidro ou 
de plastico. 16 

:: HOMOGENEIZACAO DAS AMOSTRAS 

ap6s a coleta de sangue 

Logo apos a coleta, os tubos devem ser homoge- 
neizados suavemente por inversao para que o an- 
ticoagulante se misture adequadamente na amos¬ 
tra. Nao se deve homogeneizar vigorosamente os 
tubos de citrato, sob o risco de hemolisar in vitro e 
promover a ativa^ao das plaquetas e fatores da co- 
agula^ao, interferindo, dessa forma, nos testes de 
coagulat^ao. A homogeneiza<;ao inadequada da 
amostra promove a forma^ao de microcoagulos 
pelo fato do anticoagulante nao se dissolver ade¬ 
quadamente. O documento H3-A6 do CLSI 14 pre- 
coniza que os tubos destinados ao hemograma 
precisam ser homogeneizados gentilmente por 
inversao durante 8 a 10 vezes, e os tubos destina¬ 
dos a testes de coagula^ao e VHS precisam, pelo 
menos, de 3 a 6 suaves inversoes. 

:: HOMOGENEIZACAO DAS AMOSTRAS 
PREViAMENTE A FASE ANALiTICA 

Ha um intervalo de tempo, entre a coleta e a reali- 
za^ao do exame, em que o tubo fica parado e ocor- 
re a sedimenta$ao dos eritrocitos. Para que a 
amostra possa ser contada adequadamente, ela 
deve ser homogeneizada antes do exame, em ho- 
mogeneizadores hematologicos por 5 minutos, 
sobretudo, se o analisador hematologico nao pos- 
suir sistema de carregamento de amostras em ra¬ 
cks. Caso possua, deve-se fazer uma valida^ao do 
mecanismo homogeneizador do contador. Para 
isso, analisa-se uma rack com 10 amostras aleato- 
rias, previamente homogeneizadas durante 5 mi¬ 
nutos. Em seguida, deixa-se as amostras repousa- 
rem durante 4 horas para, apos, serem analisadas 
diretamente e sem previa homogeneiza^ao. A ho- 
mogeneiza^ao sera feita pelo mecanismo homoge¬ 
neizador do analisador. Compara-se a contagem 
de eritrocitos, leucocitos e plaquetas. A varia^ao 
maxima permitida entre esses dois procedimentos 


e: eritrocitos (± 1,5%); leucocitos (± 3%) e plaque¬ 
tas (± 5%). Amostras que vao ser recontadas e que 
estavam em repouso por algum tempo devem ser 
homogeneizadas por 15 minutos, principalmente 
quando se quer confirmar a contagem de plaque¬ 
tas. Amostras refrigeradas, antes de serem homo¬ 
geneizadas, devem adquirir a temperatura 
ambiente. 

:: ANTICOAGUIANTES 

Os anticoagulantes mais comumente utilizados 
para exames hematologicos sao o EDTA, a hepari- 
na e o citrato de sodio. O sangue coletado deve ser 
anticoagulado com uma concentra$ao adequada 
do anticoagulante, sobretudo para evitar erros re- 
sultantes de uma rela^ao sangue/anticoagulante 
inadequada. Idealmente, as amostras sanguineas 
normais devem ser processadas em ate 4 horas 
apos a coleta e as anormais em ate 1 hora depois. 
A dificuldade no lab oratorio e saber se a amostra e 
normal ou nao; ele deve, entao, estabelecer um 
protocolo que determine o tempo em que as 
amostras devem ser processadas e esse tempo 
deve ser o mais rapido possivel. Na sequencia, se- 
rao descritas as caracteristicas dos principais anti¬ 
coagulantes utilizados na hematologia, assim 
como possiveis problemas resultantes de uma re- 
la^ao sangue/anticoagulante inadequada ou de 
um tempo de estocagem prolongado. 

Acido etilenodiaminotetracelico (EDTA) 

Embora uma ampla variedade de anticoagulantes 
tenha sido utilizada no passado na realiza^ao do 
hemograma, incluindo varios tipos de solu^oes de 
oxalato e ate mesmo a heparina, o quelante de cal- 
cio, chamado acido etilenodiaminotetracetico 
(EDTA - C 10 H 16 N 2 O g ), ou alguns dos seus sais, 
tornaram-se os principais anticoagulantes para a 
coleta de amostras destinadas a realiza^ao de he- 
mogramas. Na molecula do EDTA, existem qua- 
tro hidrogenios simetricos que podem ser substi- 
tuidos por potassio, sodio ou Htio, de modo a 
formar sais de EDTA que possuem elevada solubi- 
lidade no sangue. O EDTA exerce seu efeito por 
meio de uma forte liga^ao ao calcio ionico presen¬ 
te no plasma, bloqueando efetivamente a coagula- 
<jao e a agrega^ao plaquetaria. Apesar disso, o 
EDTA nao pode ser utilizado para o estudo dos 
fatores da coagula^ao pelo fato de provocar mu- 
dan^as na estrutura quimica do fator V, fibrinoge- 
nio e trombina. A quantidade de EDTA necessaria 
para a completa quela^ao do calcio e balanceada 
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com o desejo de minimizar os danos celulares, de 
modo que o International Council for Standardi¬ 
zation in Haematology (ICSH) estabeleceu uma 
faixa de concentra^ao ideal que pode variar de 1,5 
a 2,2 mg do sal por mililitro de sangue. O EDTA- 
-K 2 e o EDTA-Na 2 sao disponibilizados na forma 
de um spray seco que reveste a parede dos tubos. 
O EDTA-K 2 e mais soluvel que o EDTA-Na 2 
(1.650 g/L contra 108 g/L, respectivamente), sen- 
do, por essa razao, o sal recomendado para uso 
rotineiro pelo ICSH. O EDTA-K 2 tambem elimina 
efeitos dilucionais nas amostras, especialmente as 
de pequeno volume. O EDTA-K 3 e comercializado 
na forma liquida e pode diluir levemente as amos¬ 
tras. Alem disso, os eritrocitos podem ser contrai- 
dos devido a um efeito osmotico mais pronuncia- 
do que os demais sais do EDTA, resultando em 
uma diminui^ao do volume globular de cerca de 2 
a 3% nas primeiras 4 horas. 4 - 14 > 1719 

A titulo de curiosidade, o EDTA tambem existe 
na forma de EDTA-Li 2 e EDTA-Na 3 . O sal dilitio 
(EDTA-Li 2 ) e efetivo em rela^ao a a^ao anticoagu- 
lante, possuindo uma solubilidade de 160 g/L, alem 
de poder ser utilizado para dosagens bioquimicas; 
contudo, e menos soluvel que o EDTA-K 2 . Ja o 
EDTA-Na 3 , comercializado na forma liquida, nao e 
recomendado por possuir pH elevado, que pode 
afetar adversamente protelnas do plasma e ate mes- 
mo tubos de coleta feitos de vidro. 4 - 14 - 17 " 19 

Em muitos lab oratorios cllnicos, e comum o 
fato de amostras de sangue chegarem com atraso 
de 2 dias ou mais. Quando essas amostras chegam 
ao laboratorio, e comum surgirem duvidas sobre 
aceita-las ou nao, quais parametros analisar quan¬ 
do a amostra for aceita e quais comentarios repor- 
tar no laudo, considerando a confiabilidade ou 
nao dos resultados. Essas decisoes requerem expe¬ 
rience e conhecimento dos profissionais do labo¬ 
ratorio, sobretudo em rela^ao as mudan^as que 
ocorrem nas amostras de sangue durante o perlo- 
do de armazenamento. 

Quando a amostra e coletada em EDTA di ou 
tripotassico e, em seguida, armazenada em repou- 
so na temperatura ambiente (18 a 25 °C), a conta- 
gem de eritrocitos, leucocitos, plaquetas e os Indi¬ 
ces hematimetricos sao, em geral, estaveis por ate 
8 horas apos a coleta da amostra. A partir desse 
periodo, mudan^as come^am a acontecer; contu¬ 
do, em ate 24 horas de armazenamento, os resul¬ 
tados ainda se encontram dentro do limite de erro 
permitido de Tonks. 19 - 20 


Contagens hematologicas realizadas em amos¬ 
tras coletadas em EDTA e armazenadas a 4 °C nao 
apresentam erros significativos durante as primeiras 
24 horas. Assim, o sangue pode ser seguramente 
armazenado em refrigerador, ao longo de uma noi- 
te, para ser analisado no dia seguinte, desde que 
cuidados contra o congelamento sejam tornados. 
Tern sido sugerido que os resultados de hemogra- 
mas de amostras coletadas em EDTA devam per- 
manecer dentro de ± 5% dos valores iniciais quan¬ 
do armazenados a 4 °C durante 24 horas. 419 - 21 

Tempo de armazenamento acima de 24 horas 
pode produzir resultados conflitantes e pouco re- 
produtlveis, independentemente do desempenho 
analltico e da metodologia empregada no analisa- 
dor hematologico, haja vista ocorrer oscila^ao da 
estabilidade dos parametros hematologicos nesses 
tipos de amostra. Ha parametros, como a conta- 
gem de leucocitos, que sao estaveis por 24 horas 
em temperatura ambiente e por ate 48 horas a 
4 °C. Todavia, diferen^as sao encontradas, espe¬ 
cialmente quando metodos de contagem base ados 
no princlpio da impedancia sao utilizado s. 19 

A contagem absoluta de linfocitos pode dimi- 
nuir progressivamente ao longo do tempo, poden- 
do chegar a ate 50% da contagem inicial apos 72 
horas de armazenamento. Em situates especiais, 
como a utiliza^ao da contagem absoluta de linfo¬ 
citos para quantificar CD 4 +, a amostra deve ser 
processada dentro de poucas horas e nunca ser 
armazenada previamente. 19 

Depois de 8 horas de armazenamento em tem¬ 
peratura ambiente, o VCM aumenta em uma taxa 
progressiva de 3 a 4 fL a cada 24 horas. Tal efeito 
nao e observado se a amostra for armazenada a 
4 °C por ate 24 horas. As contagens de reticuloci- 
tos geralmente sao confiaveis por ate 24 horas a 
4 °C quando coletadas em EDTA; entretanto, em 
temperatura ambiente, a contagem come^a a di- 
minuir dentro de 6 horas. Os eritroblastos tendem 
a desaparecer da amostra dentro de 1 a 2 dias de 
armazenamento em temperatura ambiente. Den¬ 
tro de 48 a 72 horas, e especialmente em tempera¬ 
tura ambiente alta, come^a-se a observar hemolise 
nas amostras, fato este que resulta em diminui^ao 
da contagem de eritrocitos e do volume globular, 
com aumento da hemoglobina corpuscular media 
(HCM) e da concentra^ao de hemoglobina cor¬ 
puscular media (CHCM) calculado. 4 - 19 - 21 

Percebe-se que alguns parametros sao mais es¬ 
taveis quando mantidos em temperatura ambiente 
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e outros quando refrigerados a 4 °C. Portanto, 
para que resultados equivocados nao sejam gera- 
dos e liberados, deve-se evitar analisar amostras 
alem de 24 horas de armazenamento, indepen- 
dentemente da temperatura. 

Longos periodos de armazenamento das amos¬ 
tras coletadas em EDTA provo cam mudan^as sig- 
nificativas na morfologia das celulas sanguineas. 
Os neutrofilos podem apresentar mudan^as no nu- 
cleo, o qual se cora mais homogeneamente que em 
sangue fresco, tornando-se, as vezes, picnoticos e 
apresentando figuras de cariorrexis. Pode-se ain- 
da observar margens ceiulares irregulares e me- 
nos definidas, e alguns vacuolos podem aparecer 
no citoplasma. Os monocitos e os linfocitos so- 
frem mudan^as semelhantes, podendo apresentar 
pequenos vacuolos citoplasmaticos e lobula^ao 
irregular do nucleo. 4 * 19 

Ja os eritrocitos podem apresentar crena^ao e 
esferotiza^ao apos longos periodos de armazena¬ 
mento em contato com o EDTA. Todas as altera- 
^oes morfologicas citadas anteriormente dimi- 
nuem quando a amostra e mantida a 4 °C, mas 
nao sao eliminadas, tornando imprescindivel a 
confec 9 ao de extensoes sanguineas o mais breve 
possivel apos a coleta da amostra. Trabalhos suge- 
rem que um atraso de 3 horas na confec^ao da ex- 
tens ao e permitido sem maiores interferencias. 4 * 19 

O fato de laboratories utilizarem diferentes 
formas de EDTA pode, em alguns casos, dificultar 
a comparabilidade de resultados. Esse erro e agra- 
vado pelo fato de que, algumas vezes, pouco cui- 
dado e despendido para garantir a propor^ao cor- 
reta de sangue/anticoagulante na amostra. 

Heparina 

A heparina e um mucopolissacarideo com carac- 
teristicas acidas e exerce a^ao anticoagulante por 
ser um inibidor da molecula de antitrombina. 
Consequentemente, acelera a inibi^ao dos fatores 
Xa, IXa e trombina. A heparina esta disponivel na 
forma de sais de litio, sodio e amonio. Ela preserva 
a forma e o volume dos eritrocitos e e usada em 
varios testes que avaliam a serie vermelha, sendo o 
anticoagulante de escolha para a realiza^ao do 
teste de fragilidade osmotica, alem de ser o mais 
adequado para a imunofenotipagem por manter 
os leucocitos viaveis de um dia para o outro. A he¬ 
parina nao e adequada para o hemograma devido 
ao fato de induzir aglutina^ao de leucocitos e pla- 
quetas. Outra contraindica^ao e que as extensoes 


sanguineas realizadas a partir de amostras coleta¬ 
das com heparina apresentam uma Colorado de 
fundo avermelhada, e as bordas ceiulares ficam 
real^adas na mesma cor. A heparina inibe a ativi- 
dade enzimatica e nao deve ser utilizada na tecni- 
ca de rea^ao em cadeia da polimerase (PCR) com 
enzimas de restri^ao. Recomenda-se utilizar a 
heparina na concentra^ao de 10 a 30 U/mL de 
sangue. 4 * 11 

Citrato de sodio 

O anticoagulante de escolha para o estudo dos fa- 
tores da coagula^ao e o citrato de sodio (tubo com 
tampa azul). A Organiza^ao Mundial de Saude 
(OMS) e o documento H21-A5 do CLSI 12 reco- 
mendam o uso do citrato de sodio 3,2% (109 
mmol/1), com o citrato na forma di-hidratada 
(Na 3 C 6 H 5 0 7 .2H 2 0), em vez do citrato de sodio 
3,8% (129 mmol/1), embora ambos sejam adequa- 
dos para os testes de coagula^ao. 12 22 Para reduzir 
a variabilidade nos testes de coagula^ao, os labo¬ 
ratories devem padronizar a concentra^ao do ci¬ 
trato e utilizar valores de referenda apropriados 
para a concentra^ao utilizada. O tempo para a 
forma^ao do coagulo in vitro tende a ser maior na 
presen^a do citrato 3,8% do que na do 3,2% pelo 
fato de que quanto maior a concentrate ao de citra¬ 
to, mais calcio adicionado no ensaio sera quelado, 
o qual se torna menos disponivel para possibilitar 
a forma<eao do coagulo. Lab oratorios de apoio que 
recebem amostras aliquotadas de plasma congela- 
do devem ficar em alerta para a possibilidade des- 
sas amostras terem sido coletadas com outros an- 
ticoagulantes, uma vez que o EDTA e a heparina 
alteram os testes de coagukqao. 

A rela^ao sangue/anticoagulante e de 1:9, uma 
parte de anticoagulante para 9 partes de sangue. O 
citrato de sodio exerce sua atividade anticoagulante 
devido a sua habilidade em quelar o calcio, o qual e 
um componente fundamental para format ao do 
coagulo. Tubos preenchidos com sangue em niveis 
abaixo do volume adequado possuem propor^ao 
aumentada de citrato em rela^ao ao sangue, o que 
permite aumentar a quela^ao de calcio e pode levar 
a um aumento dos testes de coagulatjao. Tubos sub- 
preenchidos com sangue em citrato 3,8% sao mais 
propensos a prolonga^ao do tempo dos testes de 
coagula^ao que aqueles com citrato 3,2%, pelo fato 
de que quanto maior for a concentra^ao de citrato, 
mais calcio adicionado ao ensaio sera quelado. Tu¬ 
bos subpreenchidos mostram eleva^oes significati- 
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vas dos resultados quando o volume for menor que 
75 a 90% do recomendado. 13 ’ 23 

Tubos preenchidos com sangue alem do volu¬ 
me nominal do tubo podem limitar o procedimento 
de homogeneizagao da amostra, resultando em for- 
magao de microcoagulos in vitro. E proibido com- 
binar 2 amostras de citrato do mesmo paciente, 
pois pode levar a duplicagao da concentragao e an- 
ticoagulante alem da diluigao da amostra, prolon- 
gando o tempo dos testes. 

A relagao sangue/anticoagulante de 9:1 e vali- 
da para valores de volume globular (VG) ou he- 
matocrito (HT) de 45%, com uma variagao permi- 
tida entre 25 e 55%. Valores de VG ou HT abaixo 
ou acima desta variagao devem ter a quantidade 
de anticoagulante corrigida, pois o citrato se dis- 
tribui apenas no plasma e nao entra nas celulas. 
Amostras com VG > 55% mimetizam os efeitos de 
tubos subpreenchidos devido a menor quantidade 
de plasma disponivel. Para exemplificar como 
deve ser feita a corregao do anticoagulante, pode- 
-se supor que o laboratorio colete 4,5 ml. de san¬ 
gue para 0,5 mL de anticoagulante (relagao 1:9). 

Para urn VG de 45%, tem-se 55 mL de plas¬ 
ma em 100 mL de sangue total. Entao: 


55 mL de ptasma .............. 100 mL de sangue total (VG 45%) 

x mL de plasma...4,5 mL de sangue total 


x = 2,475 mL de plasma em 4,5 mL de sangue total 

para urn VG de45%. 

Caso o paciente tenha um VG de 70%, ter a 
30 mL de plasma. Entao: 


30 mL de plasma.100 mL de sangue total (VG 70%) 

x mL de plasma______ 4,5 mL de sangue total 


x = 1,35 mL de plasma em 4,5 mL de sangue total 

para um VG de 70%. 

Deve ser utilizado 0,5 mL de anticoagulante 
para 2,475 mL de plasma (VG = 45%). O paciente 
em questao tern 1,35 mL de plasma; portanto, 
nao pode ser utilizada a mesma quantidade de 
anticoagulante. A corregao e feita pelo seguinte 
calculo: 

0,5 mL de anticoagulante 2,475 mL de plasma (VG 45%) 

x mL de anticoagulante 1,35 mL de plasma (VG 70%) 

x = 0,27 mL de anticoagulante para um VG de 70%. 

Conforme documento H21-A5 do CLSI, 12 
amostras com VG acima de 55% tambem podem 
ter a quantidade de citrato corrigida pela seguinte 
formula: 


C = (1,85x10 q x (100-VG)x(V) 

C = volume de citrato que deve permanecer no tubo 
VG = volume globular do paciente 
V = volume de sangue que sera coletado 
1,85 x 10 3 = constante da formula 

Considerando o exemplo anterior: 

C = (1,85 x 10‘ 3 ) x (100 - 70) x (5) 

C = 0,27 mL de anticoagulante para um VG de 70%. 

No exemplo proposto, caso a quantidade de 
anticoagulante nao seja corrigida, haver a um ex- 
cesso de 0,23 mL de anticoagulante, e esse excesso 
presente no plasma coletado ira inibir o calcio uti¬ 
lizado na realizagao do TP (tromboplastina calci- 
ca) e do TTPa (adigao de CaCl 2 ). A inibigao do 
calcio (combinado com o anticoagulante em ex¬ 
cesso) far a com que aumente o resultado do TP e 
do TTP. Caso o VG do paciente esteja abaixo da 
variagao permitida, havera falta de anticoagulan¬ 
te, levando a formagao de coagulos ou microcoa¬ 
gulos, ativando ou consumindo os fatores da coa- 
gulagao, com resultados para mais ou para menos 
do valor real. Na pratica, observa-se que VG abai¬ 
xo da variagao nao tern o resultado tao alterado, 
mas valores acima da variagao mostram resulta¬ 
dos bastante alterados. Sempre que o valor do VG 
estiver fora da variagao permitida, a quantidade 
de anticoagulante deve ser corrigida. 

O correto seria que, antes de coletar sangue 
para TP ou TTPa, fosse feito o VG ou HT do pa¬ 
ciente e, posteriormente, o sangue citratado fosse 
coletado na relagao correta. Como esse procedi¬ 
mento e inviavel na rotina laboratorial, deve ser 
padronizado que, apos a centrifugagao da amos¬ 
tra sanguinea, seja avaliada a relagao dos eritroci- 
tos sedimentados pelo plasma. E facil evidenciar a 
quantidade de plasma com relagao aos eritrocitos 
quando o VG esta abaixo de 25 ou acima de 55%. 
Caso tenha sido solicitado hemograma do pacien¬ 
te, sabe-se qual o valor do VG e se a quantidade de 
anticoagulante deve ou nao ser corrigida. Caso 
haja necessidade de corrigir a quantidade de anti¬ 
coagulante, uma recoleta deve ser solicitada. 

Uma maneira simples de superar os efeitos do 
citrato nas amostras com VG elevado, consideran¬ 
do que, na maioria das vezes, as amostras apresen- 
tam VG entre 55 e 65%, e remover 20% do volume 
de citrato de sodio contido no tubo de coleta. 

O tempo entre a coleta e a analise depende do 
exame a ser realizado e da temperatura de arma- 










12 Hematologia laboratorial: teoria e procedimentos 


zenamento. A Tabela 1.2 content o tempo de ar- 
mazenamento dos principals exames de acordo 
com a temperatura. 

Os cuidados pre-analiticos sao criticos para 
manter a integridade da amostra e a qualidade dos 
resultados em hemostasia. O Quadro 1.3 resume 
informa^oes sobre fontes de erro pre-analitico e 
condi<;6es que tornam a amostra ideal ou nao. 

:: CONFECgAO DAS EXTENSOES 
SANGUiNEAS LOGO APOS A COLETA 

As extensoes sanguineas confeccionadas com 
sangue sem anticoagulante e imediatamente apos 
a coleta devem permanecer em temperatura am- 
biente ate secarem completamente. Nao se deve 
assoprar ou utilizar secadores ou ventiladorespara 
secar as extensoes, nem deixa-las em temperatura 
ambiente durante mais de 5 horas, pois tudo isso 
pode resultar em artefatos inaceitaveis, como 
equinocitos, esferocitos e leucocitos degenerados. 


As amostras devem ser transportadas para o labo¬ 
ratorio o mais rapido possivel, mas caso nao se- 
jam, elas devem ser fixadas com metanol a fim de 
preservar as caracteristicas intrinsecas de cada 
tipo celular. 25 No Capitulo 3, Fase analitica: Ana- 
lise morfologica do sangue periferico e sua corre- 
la^ao com o hemograma, estao descritas as tecni- 
cas de confec^ao e colora^ao das laminas. 

:: TRANSPORTE E PROCESSAMENTO 

As amostras devem ser acondicionadas em male- 
tas que ofere^am garantia de biosseguran^a no 
transporte, assim como resistencia a choque e va¬ 
riances de temperatura e pressao. De um modo 
geral, as amostras devem ser transportadas para o 
laboratorio em temperatura ambiente (15-22 °C) e 
no menor tempo possivel. O ideal e que as amos¬ 
tras de TP e TTPa sejam processadas dentro de 4 
horas apos a coleta. Ja as amostras de hemograma 
devem ser processadas em ate 6 horas quando 



mazenamento dos pri 



ulanao conforme a temperatura 


Fonte: Adaptada de Adcock 13 e Medeiros Jr e Munhoz . 24 


EXAME 

TEMPERATURA AMBIENTE 

2 A 8 °C 

-20 °C 

TP 

24 h, centrifugado ou nao 

Nao armazenar 

2 semanas 

TTPa 

4 h 

4 h 

2 semanas 

TT 

4 h 

Nao armazenar 

2 semanas 

Fibrinogenio 

24 h, se centrifugado 

Nao armazenar, pois o fibrinogenio pode precipitar 

2 semanas 

Protefna C e S 

4 h 

Nao armazenar 

6 meses 

Fatores 

Nunca armazenar em temperatura ambiente 

Nao armazenar 

2 semanas 


QUADRO 1.3 Fontes de erro pre-c 

malitic 

:o e conduces da amostra em hem< 

}stasia 


m 




Preenchimento incompleto do tubo 

Coleta sem trauma e com uso mfnimo do 
torniquete 

Amostra coletada em outro anticoagulante 
que nao seja o citrato 

Uso de outro anticoagulante que nao seja 
o citrato 

Preencher o tubo adequadamente, 
conforme volume nominal 

Amostras totalmente coaguladas ou com 
microcoagulos 

Adicionar sangue de outro tubo 
para preencher um tubo de citrato 
subpreenchido 

Homogeneizar a amostra suavemente por 
5-8 inversoes 

Amostras preenchidas com < 75% do 
volume nominal do tubo 

Homogeneizagao inadequada 

Transportar a amostra rapidamente para o 
laboratorio e em temperatura ambiente 

Amostras preenchidas demasiadamente 

Armazenar amostra nao centrifugada em 
congeiador 

Centrifugar dentro de 1 h apos a coleta 

Amostras hemolisadas por provocarem 
flutua^oes nos resultados 

Demora no transporte da amostra para o 
laboratorio 

Fazer os testes imediatamente apos a 
centrifugagao, a qua! deve fornecer um 
plasma pobre em plaquetas (< 10.000/pL) 

Amostras iipemicas dependendo do 
princfpio empregado no coagulometro 


Fonte: Adaptada de Adcock 13 e Comar e colaboradores . 23 
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mantidas em temperatura ambiente e em ate 24 ho- 
ras se armazenadas entre 2 e 8 °C. l9 > 26 O docu- 
mento H18-A4 do CLSI 27 descreve detalhada- 
mente os procedimentos para o manuseio e 
transporte de amostras de diagnostico. Na he¬ 
matologia, e fundamental respeitar principal- 
mente as temperaturas de transporte a fim de nao 
alterar os fatores da coagula^ao e nao degenerar as 
celulas sanguineas. 8 ’ 27 

:: CENTRIFUGAgAO 

Recomenda-se que o tempo entre a coleta e a cen- 
trifuga^ao nao ultrapasse uma hora. Como a 
maioria dos exames de coagula^ao e realizada em 
amostras de plasma pobre em plaquetas, com con- 
centra^ao de plaquetas no plasma inferior a 
10.000/pL, torna-se necessario verificar periodi- 
camente o funcionamento da centrifuga. Para 
essa verifica^ao, deve-se selecionar algumas 
amostras da rotina e fazer a contagem de plaque¬ 
tas antes e depois da centrifuga^ao. Apos a centri- 
fuga^ao, todas as amostras devem ter menos de 
10.000 plaquetas/pL, mas caso apresentem resul- 
tados superiores, deve-se aumentar o tempo de 
centrifuga^ao ou ajustar as configurates da cen- 
trifuga a fim de se obter plasmas pobres em pla¬ 
quetas adequados para se realizar os testes de coa- 
gula^ao. O estudo deve ser repetido apos ajuste ou 
redefini^ao do tempo de centrifuga^ao para ga- 
rantir a sua efetividade. A velocidade de centrifu- 
ga$ao sugerida para gerar plasmas adequados e de 
1500g durante 15 minutos ou mais. 24 » 28 


variAveis end6genas 


:: MEDICAMENTOS E ANALITOS 

Varios medicamentos como anti-inflamatorios, 
anticoagulantes orais, antirretrovirais, entre ou- 
tros, inter ferem nos exames hematologic os, e, por 
isso, o paciente deve ser questionado quanto ao uso 
de medicamentos eventuais ou cronicos e a forma 
de administrate. O laboratorio deve estabelecer 
um proto colo de questionamentos a ser respondi- 
do pelo paciente. O preenchimento correto desse 
protocolo fica a cargo da recep^ao do laboratorio, a 
qual deve estar capacitada para essa fun^ao. O au- 
mento da concentra^ao de uma substancia qulmi- 
ca pode afetar algumas determinates hematolo- 
gicas. Assim, niveis de glicose superiores a 600 mg/ 
dL podem levar a um aumento transitorio do VCM 
na medida em que a agua entra nos eritrocitos. No 


entanto, saidas de agua dos eritrocitos junto com a 
glicose restaur am o VCM original. Esse efeito hi- 
poglicemico transitorio pode ser superado por 
uma microdilui^ao da amostra de sangue em solu- 
9 ao salina e uma espera de 5 minutos ate a amostra 
ser analisada novamente. 

Hiperlipidemias, incluindo niveis de triglice- 
rideos superiores a 1.000 mg/dL podem provocar 
aumento espurio da concentra^ao de hemoglobina 
nos analisadores hematologicos pelo fato de ela ser 
determinada por espectrofotometria. Esse efeito 
pode ser superado por meio de centrifuga^ao da 
amostra, retirada do plasma lipemico e subse- 
quente ressuspensao do concentrado ou papa de 
hemacias em igual volume de soro fisiologico ou 
diluente do equipamento antes da analise. Apos 
essa analise, considera-se apenas o novo valor de 
hemoglobina e recalcula-se as constantes corpus- 
culares (HCM e CHCM). Quanto aos demais pa- 
rametros, como contagem de eritrocitos, leucoci- 
tos e plaquetas e o volume globular, mantem-se os 
valores da primeira analise, com a amostra ainda 
lipemica, pelo fato de poderem ser alterados com a 
manipula^ao da amostra para a dosagem da he¬ 
moglobina corrigida. A seguinte formula tambem 
pode ser utilizada para a corre^ao da hemoglobina 
em amostras lipemicas; contudo, ela so funciona 
para amostras com VCM dentro dos valores de re¬ 
ferenda. Da mesma maneira, a hemoglobina cor¬ 
rigida substitui a antiga e recalcula-se as constan¬ 
tes corpusculares (HCM e CHCM): 


VCM (dentro dos valores 
Hemoglobina _ de referenda) x RBC 

corrigida “ 2,98x10 

VCM = volume corpuscular medio 

RBC = eritrocitos (do ingles red btood cells) 

A turbidez resultante da precipita^ao de pro- 
telnas monoclonais, vista em pacientes com mie- 
loma ou macroglobulinemia, pode falsamente 
elevar a concentra^ao de hemoglobina e a conta¬ 
gem de leucocitos e, em alguns casos, com precipi- 
ta^ao intensa e com gelifica^ao das amostras, im- 
possibilita totalmente a analise automatizada. 

Aglutininas eritrocitarias, hiperglicemia, 
fragmenta^ao eritrocitaria, contagens elevadas de 
linfocitos, presen^a acentuada de plaquetas gigan- 
tes, agregados plaquetarios e microcitose intensa 
provocam altera^oes espurias da amplitude de 
distribui^ao do tamanho dos eritrocitos (RDW, 
do ingles red blood cell distribution width). 29 32 
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:: ANTICORPOS CIRCULANTES 

A presen^a de alguns anticorpos endogenos, que 
sao produzidos pelos pacientes em determinadas 
epocas e por tempo indeterminado, podem alterar 
os resultados de testes hematologicos. A presen^a 
de anticorpos chamados de anticoagulante lupico 
e anticardiolipina alteram o TTPa e outros testes 
dependentes de fosfolipidios. 6 O EDTA, apos que- 
lar o calcio, pode expor anticorpos endogenos di- 
recionados contra o complexo de glicoproteinas 
Ilb/IIIa das plaquetas, provocando sua aglutina- 
^ao em urn fenomeno in vitro chamado de pseu- 
dotrombocitopenia, induzido pelo EDTA, e que 
esta presente em cerca de 0,1% da popula^ao. Essa 
rea^ao antigeno anticorpo e acentuada em baixas 
temperaturas, incluindo a temperatura ambiente, 
e provoca diminui^ao espuria da contagem de pla¬ 
quetas e aumento espurio da contagem de leucoci- 
tos quando os agregados plaquetarios sao do mes- 
mo tamanho que os leucocitos. 33 Anticorpos IgM 
dependentes de EDTA provocam leucoaglutina- 
9ao em temperatura ambiente, a qual e percebida 
na observai^ao da lamina e pode provocar dimi- 
nui9ao espuria da contagem automatizada de leu¬ 
cocitos. 34 O satelitismo plaquetario e um fenome¬ 
no que ocorre in vitro, em temperatura ambiente, 
quando plaquetas circundam os neutrofilos ou 
sao fagocitadas pelos mesmos devido a auto anti¬ 
corpos IgG dependentes de EDTA, que sao dire- 
cionados para receptores nas membranas das pla¬ 
quetas e dos neutrofilos, provocando diminui^ao 
espuria da contagem de plaquetas. 35 

Essas situates podem ser minimizadas quan¬ 
do se reanalisa a amostra imediatamente apos 
aquece-la, por 30 minutos, a 37 °C. Caso nao re- 
solva, deve-se levar uma aliquota da amostra em 
um agitador de vortex e agita-la durante 3 minu¬ 
tos em alta velocidade, a fim de romper o comple¬ 
xo antigeno anticorpo. Uma lamina pos-vortex 
deve ser examinada para verificar a eficiencia des- 
se procedimento antes de reportar o resultado. Se 
a contagem de plaquetas ou leucocitos ainda esti- 
ver alterada, deve-se solicitar recoleta em outro 
anticoagulante, normalmente o citrato de sodio. 
Quando se contam plaquetas em amostra coletada 
em citrato, deve-se corrigir a contagem em fun^ao 
da dilui^ao da amostra, haja vista o citrato ser 11- 
quido numa rela9ao 1:9. Para corrigir, basta multi- 
plicar o valor da contagem automatizada de pla¬ 
quetas por 1,1, que e o fator da dilu^ao. Pode-se, 
ainda, analisar a amostra imediatamente apos a 


coleta. Entretanto, nao se recomenda coletar 
amostras de sangue sem anticoagulantes e nem 
analisa-las imediatamente apos a coleta, pois tra- 
zem risco de entupimento para o analisador he- 
matologico, comprometendo o bom andamento 
da rotina. 36 > 37 

As crioaglutininas sao anticorpos completos 
do tipo IgM e podem aparecer em alguns pacien¬ 
tes com anemia hemolitica autoimune e com 
pneumonias atipicas, entre outras doen9as. Esses 
anticorpos provocam aglutina9ao dos eritrocitos 
em temper atur as abaixo de 37 °C, prejudicando a 
contagem de eritrocitos e reticulocitos, a determi- 
na9ao do VG e das constantes corpusculares. Ge- 
ralmente, a contagem de eritrocitos e o VG sao 
falsamente diminuidos enquanto o VCM, HCM e 
o CHCM sao falsamente aumentados. Para con- 
tornar essa situa9ao, as amostras devem ser aque- 
cidas, durante 30 minutos, a 37 °C antes das con- 
tagens serem realizadas. 38 

Anticorpos EDTA dependentes tambem po¬ 
dem induzir o aparecimento da pseudo-sindrome 
das plaquetas cinzentas. Os anticorpos sao distin- 
tos dos implicados na pseudotrombocitopenia 
EDTA dependente, os quais induzem a libera9ao 
do conteudo dos granulos alfa e delta das plaque¬ 
tas, sem que haja agrega9&o plaquetaria. A pseudo- 
-sindrome das plaquetas cinzentas s6 e induzida 
pelo EDTA; nao ocorre com outros anticoagulan- 
tes e nao e observada em laminas confeccionadas 
com sangue sem anticoagulante. Portanto, cuida- 
dos devem ser tornados para nao associar a presen- 
9a de plaquetas cinzentas artefatuais com tenden- 
cias reais de sangramento. 37 



Todos os procedimentos realizados no laboratorio 
de hematologia devem estar escritos na forma de 
procedimento operacional padrao e devem expli- 
car claramente como identificar um paciente, co¬ 
letar e identificar uma amostra, alem de como 
transporta-la e prepara-la para a fase analitica. Os 
profissionais que executam os procedimentos pre- 
-analiticos devem compreender nao so o que os 
procedimentos sao, mas por que eles sao impor- 
tantes para serem seguidos. Os profissionais pre- 
cisam saber nao so o que acontece se as medidas 
corretas nao forem seguidas, mas tambem quais 
erros podem ocorrer e que efeito podem ter sobre 
a amostra e, principalmente, sobre o paciente. 
Deve-se prover forma9ao continua para esses pro- 
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fissionais do laboratorio, e suas competencias de- 
vem ser avaliadas periodicamente. 

Tecnologias modernas e sistemas de informa- 
gao tambera podem ajudar a reduzir erros pre- 
-analiticos. Ja existe o preparo automatizado da 
bandeja de flebotomia, o qual fornece o conjunto 
completo dos tubos de sangue de uma determina- 
da requisigao, alem das etiquetas de codigos de 
barras para rotulagem em uma bandeja para cada 
paciente. Coagulometros automatizados ja dispo- 
nibilizaram aos laboratories novos meios para a 
deteegao automatica dos indices do plasma, in- 
cluindo o indice de hemolise, ictericia e lipemia. 
Esses indices podem ser uteis para monitorar a 
qualidade do processo de recoleta. Por fim, quan- 
do uma amostra nao pode ser obtida ou analisada, 
e de responsabilidade do laboratorio comunicar o 
problema para o medico ou paciente, de modo 
cortes, sucinto e amigavel. 39 
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FASE ANAUTICA 

ANALISADORES HEMATOLOGICOS E NOVOS 
PARAMETROS DERIVADOS DA AUTO MACAO 



■ ■ 
■ ■ 



Ha muito tempo, a inspe^ao do sangue humano tem sido uma ferramenta basica 
de diagnostico. Ao longo dos seculos, as inven^oes relacionadas a analise celular 
do sangue foram caracterizadas por observances cuidadosas, aten^ao meticulosa 
aos detalhes e aplicanao de tecnicas avan^adas para sua epoca. A Tabela 2,1 mos- 
tra os principals acontecimentos relativos a historia e ao desenvolvimento da 
tecnologia aplicada para identificar e quantificar os elementos do sangue. 



A automan ao no setor de hematologia vem crescendo substancialmente nos ulti- 
mos anos, e os fabricantes oferecem cada vez mais inovanoes em seus analisado- 
res hematologicos com o intuito de diminuir os custos, a intervennao humana e 
o tempo de iiberanao dos resultados. Alem disso, os resultados sao mais precisos 
que os dos metodos manuals e, desde a decada de 1980, os analisadores hemato¬ 
logicos automatizados vem substituindo totalmente os metodos manuals de con- 
tagem, com excenao da contagem diferencial de leucocitos e da contagem de pla- 
quetas por microscopia de contraste de fase, em certas situanoes. 

Em menos de um minuto, os contadores fornecem varios parametros de se- 
rie branca, vermelha e plaquetas, incluindo a contagem diferencial de leucocitos 
em tres, cinco ou mais partes. Utilizam pequenos volumes de amostra, geral- 
mente abaixo de 150 pL, alem de conferirem mais eficiencia no manejo da rotina 
laboratorial, aumentando a produnao e a qualidade dos exames e possibilitando 
que mais diagnostics e tratamentos sejam realizados em tempo adequado. 12 - 33 

Dependendo do instrumento, ainda pode ser possivel analisar celulas de 11- 
quidos cavitarios, liquido sinovial, liquido cerebrospinal e celulas da medula os- 
sea. Os instrumentos se baseiam em varias tecnologias de medinao utilizadas de 
diferentes maneiras, sendo as principals delas a medida da impedancia, em bai- 
xas e altas frequences, a medida do desvio da luz, a qual pode ser incidida fron¬ 
tal e lateralmente e, ainda, a emissao de fluorescencia e reanoes de absornao da 
luz precedida de reanoes citoquimicas. 



Todos os analisadores hematologicos notam a presenna de uma celula quando a 
mesma provoca uma alteranao durante a passagem atraves de um campo eletro- 
magnetico. Contudo, diferentes tecnologias sao empregadas para criar o campo 
eletromagnetico e, como resultado, diferentes propriedades bioflsicas das celulas 
sao responsaveis pela crianao do sinal a ser detectado. Em relanao a frequencia de 
oscilanao do campo, constatou-se que sinais de baixa frequencia (corrente dire- 
ta) definem o tamanho da celula, enquanto sinais eletricos de alta frequencia 
(radiofrequencia) sao influenciados pela estrutura interna das celulas. Quando a 
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TABELA 2.1 Principais acontedmentos relatives a historia e ao desenvolvimento da tecnologia aplicada para 
identificar e quantiflcar os elementos do sangue 

ANO 

ACONTECIMENTO 

1590 

Hans Janssen e Zacharias Janssen inventaram o microscopio 

1674 

Antonie van Leeuwenhoek observou as celulas do sangue e enumerou eritrocitos 

1718 

Jurin estabeleceu o diametro exato do eritrocito humano 

1842 

Alfred Donne descreveu as plaquetas como o terceiro elemento do sangue 

1846 

Gulliver fez a primeira diferenciagao entre linfocitos e granulocitos com base no tamanho 

1851 

Karl Vierordt publicou um procedimento para contar celulas com o auxilio de urn capilar e microscopio que requeria pelo 
menos 3 h para terminar 

1854-1855 

Introdugao da camara de contagem ou hemocitometro por Welker e Cramer 

1865 

Wilhelm H. Erb descreveu os reticulocitos como formas precursoras dos eritrocitos 

1874 

Louis-Charles Malassez pela primeira vez enumerou leucocitos em um hemocitometro 

1875 

As plaquetas foram primeiramente enumeradas por Hayem & Nacket 

1878 

Gowers realizou as prlmeiras tentativas para se determinar a concentragao de hemoglobina no sangue 

1879-1880 

1881 

Ehrlich diferenciou leucocitos com o uso de corantes derivados da anilina 

Hemocitometro de Lyon e Thoma 

1882 

O patologista italiano Giullo Bizzozero descreveu as plaquetas como pet/tes plaques envoividas na coagulagao sanguinea in vivo 

1891 

O medico russo Romanowsky desenvolveu uma coloragao hematologica que utilizava corantes acidos e basicos (azul de 
metileno e eosina). Tal fato abriu um novo horizonte para o exame morfologico das celulas sanguineas, possibilitando o 
estabelecimento de relagoes entre as observagdes microscopicas e a acepgao dmica 

1895 

Sahli desenvolveu um metodo para dosar hemoglobina, o qual combinava a amostra com HCI para formar hematina 

1899 

Jenner desenvolveu uma coloragao hematologica derivada de Romanowsky 

1901 

Leishman desenvolveu uma coloragao hematologica derivada de Romanowsky 

1902 

May & Grunwald e Wright desenvolveram coloragoes hematologicas derivadas de Romanowsky 

1905 

Hemocitometro de Biirker 

1907 

Hemocitometro de Thoma 

1920 

Stadie introduziu o metodo da ciano-meta-hemoglobina, o qual ainda e o metodo de referenda do International Council 
for Standardization in Haematology {ICSH) 

1929 

Wintrobe descreve a tecnica de centrifugagao para obtengao do hematocrito e as constantes corpusculares: volume 
corpuscular medio (VCM), hemoglobina corpuscular media {HCM} e concentragao de hemoglobina corpuscular media (CHCM) 

1930 

Heilmeyer publicou descrigao da morfologia dos reticulocitos em diferentes estagios de maturagao 

1934 

Moldavan contou celulas do sangue por metodo fotoeletrico 

1934 

Wintrobe publicou uma dassificagao das anemias baseada na concentragao de hemoglobina e no volume dos eritrocitos 

Decada 
de1940 

A utilidade dinioa do hemograma ja tinha sido estabelecida, e esse teste passou a ser solicitado rotineiramente para um 
grande numero de pacientes com o proposito de diagnosticar doengas efazer acompanhamento de terapias especificas 

1942 

Drabkin desenvolveu o metodo da ciano-meta-hemoglobina para a dosagem de hemoglobina 

1949 

Brecher introduziu a contagem manual de reticulocitos utilizando o corante supravital azul de metileno novo para corar 
o conteudo de RNA dos reticulocitos 

1953 

Crosland-Taylor descreveram o metodo do fluxo laminar (s/reat flow), o qual ajudou a melhorar a precisao das contagens 
por diminuir o fenomeno de coincidencia de celulas no orificio de contagem 

1956 

Wallace Henry Coulter desenvolveu o metodo da impedancia para contar celulas sanguineas e langou o primeiro 
analisador hematologico chamado Coulter Counter® Modelo A 

1957-1958 

Langamento do analisador Micro Cell Counter CC-1001, primeiro analisador hematologico da Sysmex® 


(continua) 
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TABELA 2.1 Principals acontecimentos reiativos a historia e ao desenvolvimento da tecnologia aplicada para 
identificar e quantificar os elementos do sangue (continuagao) 

ANO 

ACONTECIMENTO 

1963 

Fundagao do ICSH 

1965 

A Technicon® introduz o anaSisador SMA 4A-7A, primeiro instrumento utilizado para automatizar a contagem de mais 
de um elemento do sangue em uma unica amostra 

1968 

0 Coulter Counter® Modelo S Plus se tornou o primeiro analisador hematologico amplamente difundido 

1969 

Reinhard Thom e colaboradores inventaram o metodo de focalizagao hidrodinamica aplicado a detecgao da impedancia 
eletrica. Esse metodo melhorou a exatidao e precisao das contagens e a resolugao das curvas de distribuigao de volumes 
celulares 

1970 

0 analisador Hemalog-8 da Technicon® incorpora, pela primeira vez, a contagem de plaquetas aos demais parametros 
fornecidos 

1974 

Langamento do analisador de diferencial de leucocitos Flemalog-D da Technicon®. Possuia tres canais e fornecia a 
difenrencial de leucocitos em cinco partes 

1980 

0 analisador Coulter Counter® Modelo S Plus 11 fornece, pela primeira vez, o RDW, o volume plaquetario medio (VPM) e 
a contagem relativa e absoluta de linfocitos 

1981 

0 analisador Technicon® H6000 eo primeiro a fornecer a contagem diferencial de leucocitos em cinco partes, juntamentecom 
os demais parametros de serie vermelha e plaquetas, tornando-se o primeiro analisador hematologico multiparametrico 

1983 

0 analisador Coulter Counter® Modelo S Plus IV fornece, pela primeira vez, o PDW {do ingles p/ate/et d/striftution 
width}, ana logo ao RDW 

1989 

Automagao completa da contagem de reticulocitos com o uso do analisador dedicado Sysmex® R-1000 


Fonte: Adaptada de Bain , 1 Bain e colaboradores , 2 Brown , 3 Cartwright , 4 Coulter , 3 Crosland-Taylor , 6 England , 7 Fujimoto , 8 Greer 
e colaboradores , 9 Groner e Kanter , 10 Groner e Simson , 11 Kjeldsberg e Knight , 12 Lichtman e colaboradores , 13 Okada , 14 e Rowan e 
England . 15 

detect,:ao das celulas e feita em um campo eletrico 
estatico, como o inventado por Coulter em 1956, 
tradicionalmente denomina-se impedancia eletri- 
ca, enquanto um campo de frequencia optica e 
denominado de metodo optico ou de dispersao da 
luz. 11 " 16 

:: METODO ELETRICO 
Impedancia 

Em 1948, o engenheiro americano Wallace Henry 
Coulter inventou o principio da impedancia. 5 
Originalmente desenvolvido para contar o nume- 
ro de particulas em fluidos nao biologicos, em 
1956, esse metodo foi adaptado para contar celu¬ 
las sanguineas em virtude da crescente demanda 
por exames de sangue. O primeiro contador de 
celulas sanguineas que utilizou esse principio foi 
o Coulter Counter® Modelo A (Figura2.1). 

O metodo da impedancia tornou possivel au- 
mentar o numero de contagens de celulas em 100 
vezes quando comparado aos metodos manuais 
utilizando microscopio optico. Tambem possibili- 
tou diminuir o tempo de enumera^ao de celulas 
de 30 minutos para 15 segundos, alem de reduzir 
o erro em um fator de 10 vezes. 5 



Fonte: Quintana . 17 

O metodo da impedancia eletrica baseia-se na 
determina^ao de mudan^as na condutividade de 
um meio condutor, como soro fisiologico, durante 
a passagem das celulas sanguineas por uma pe- 
quena abertura entre dois eletrodos. As celulas 
sao consideradas como particulas nao condutoras 
de eletricidade e provocam diminui^ao da condu¬ 
tividade do meio e aumento da resistividade (im¬ 
pedancia). A pequena abertura por onde as celulas 
passam possui diametro e comprimento predefi- 
nido de acordo com o tipo celular que se deseia 
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contar, e a regiao ao redor desse orificio chama-se 
zona de detec^ao. Aplicando a lei de Ohm, vemos 
que a impedancia e obtida da seguinte maneira: 


V 

I =-- r{l/a) 

C 


lea impedancia da abertura 

V e a voltagem aplicada entre os eletrodos 

C e a corrente eletrica 

r e a resistividade da solu^ao salina 

I e o comprimento da abertura 

a e a area do corte transversal da abertura 


Mudan^as na impedancia sao proporcionais 
aos volumes das celulas, fato que possibilita conta- 
-las e separa-las por tamanho. Quando as celulas 
atravessam a zona de detect^ao, uma a uma, em 
fila simples, pode-se determinar com exatidao a 
sua contagem. Contudo, quando duas ou mais ce¬ 
lulas passam ao mesmo tempo, sao fornecidas 
contagens inexatas. A magnitude desse erro de 
coincidencia aumenta simultaneamente com a 
concentra<;ao da suspensao de celulas e, para eli- 
minar o erro, estabeleceu-se o uso de dilui^oes 
apropriadas das amostras e uma formula de corre- 
^ao da coincidencia que e integrada ao sistema de 
informa^ao dos analisadores (Figura 2.2). 

Alternativamente, foram desenvolvidos meto- 
dos que produzem um fluxo controlado de amos- 
tra pela abertura, induzindo as celulas a passarem 
no centro da zona de detec^ao, em fila simples, 
para evitar distonjoes. O fluxo laminar (sheat 
flow) 6 e a focaliza^ao hidrodinamica 19 sao alguns 
desses metodos e tern sido implantados em varios 
analisadores hematologicos. 

No sheat flow, as celulas sao for^adas a passar 
pela abertura em um fino fio de fluido. Esse pro- 
cedimento reduz as chances de ocorrer sobreposi- 
$ao de celulas sanguineas na regiao de detec^ao. 
Na focaliza^ao hidrodinamica, um fluxo constan- 
te de diluente pass a pelo orificio de contagem, e a 
suspensao de celulas e injetada nessa massa liqui- 
da em movimento, ate formar uma corrente fina 
de celulas, as quais passam praticamente uma a 
uma pela abertura. Apos a passagem pela abertu¬ 
ra, a amostra diluida e envolvida por outra cor¬ 
rente de fluxo do mesmo diluente e entao e remo- 
vida. Isso impede que os eritrocitos e as plaquetas, 
nessa area, recirculem, impedindo a gera^ao de 
falsos pulsos e, consequentemente, de contagens 
espurias (Figura 2.3). 
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FIGURA 2.2 Prindpio da impedancia eletrica e 
fenomeno de coincidencia. 


Fonte: Adaptada de Tatsumi e colaboradores . 18 



FIGURA 2.3 Focalizagao hidrodinamica. 


Fonte: Adaptada de Tatsumi e colaboradores . 18 
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Radiofrequencia 

Enquanto o principio da impedancia utiliza cor- 
rente dir eta de baixa voltagem para determinar o 
volume das celulas, o metodo da radiofrequencia 
utiliza corrente eletromagnetica de alta voltagem 
para determinar o volume e a complexidade do 
micleo das celulas. A combinagao desses dois 
principios pode ser utilizada para identificar tipos 
celulares e para otimizar a sensibilidade de alertas 
morfologicos (Figura 2.4), 


Corrente direta 


Radiofrequencia 





Mede tamanho 


Mede densidade celular 


Agregados plaquetarios 


.• / 


* .♦ 


/ .. Bastonetes 

Ghosts .6ranut6dtos imaturos 

*** .+ 1 


HPC > 




Blastos 


CD 


FIGURA 2.4 Aplicagoes conjuntas da impedancia 
e radiofrequencia. 


RF, radiofrequencia; CD, corrente direta; HPC, celulas progenitors 
hematopoieticas. 


:: METODO 0PTICO 
Dispersao da luz 

O metodo optico pode ser utilizado como metodo - 
logia primaria ou em combinagao com o metodo 
da impedancia para analisar eritrocitos, leucocitos 
e plaquetas. Ha muitos detalhes exclusivos para os 
analisadores atuais; contudo, os principios basicos 
para a analise por citometria de fluxo sao seme- 
lhantes. Nos sistemas opticos, um fluxo centraliza- 
do de amostra, geralmente obtido por focalizagao 
hidrodinamica, e direcionado por meio de uma 
camara de fluxo por onde passa uma fonte de la¬ 
ser monocromatica em fase. Durante esse trajeto, 
as celulas provocam alteragoes no feixe de luz, e o 
numero de vezes que a luz dispersa incide sobre o 
fotodetector possibilita a enumeragao das celulas 
(Figura 2.5). 


A interagao das celulas com o feixe de luz pro - 
voca a sua dispersao em varias didoes, assim 
como fenomenos de absorgao, difragao, refragao e 
reflexao, os quais podem ser acentuados in vitro 
por meio de reagao citoquimicas com fluorocro- 
mos, enzimas como a peroxidase, entre outras tec- 
nicas especializadas (Figura 2.6). Com a ajuda de 
um computador, as diferentes interagoes entre as 
celulas e o laser podem ser esbogadas em graficos 
para gerar citogramas e histogramas com infor- 
magoes qualitativas e quantitativas. 



Fonte 
de luz 


Lente 


Batente 


Foto detector 


Luz dispersa 


Luz dispersa L 


FIGURA 2,5 Disposigao optica de um sistema de 
dispersao de luz. 0 batente impede que a luz atinja 
o foto detector (A), a menos que uma celula disperse 


Fonte: Adaptada de England . 7 



FIGURA 2.6 Principios de 
analisadores hematologicos. 


interagao com a luz em 


Fonte: Adaptada de DeNicola . 20 
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Nos analisadores hematologicos, a dassifica^ao 
das celulas depende de uma discrimina^ao, com 
base na forma e na amplitude dos sinais gerados 
em decorrencia das intera^oes fisicas das celulas 
que ocorrem na regiao de detec^ao. Na identifica- 
^ao das subclasses de leucocitos, os principals fa- 
tores utilizados pelos analisadores hematologicos 
modernos sao o tamanho e a estrutura interna das 
celulas. Apos a lise dos eritrocitos, os linfocitos 
sao identificados pelo seu tamanho, enquanto os 
granulocitos sao identificados pela sua estrutura 
celular interna. Em alguns casos, a constitui^ao 
interna pode ser acentuada por colora^oes especl- 
ficas. Existe um dilema entre a complexidade dos 


metodos para tratar e modificar as celulas sangui- 
neas e a complexidade da tecnologia de detec^ao. 
Quanto mais canais e reagentes sao utilizados 
para identifica^ao das celulas, menos complexo e 
o sistema; contudo, os analisadores se tornam me¬ 
nos compactos e exigem varios reagentes. Por ou- 
tro lado, quanto menos canais e reagentes sao uti¬ 
lizados, mais complexo e o sistema, o que implica 
elevados custos de pesquisas para o seu desenvol- 
vimento. A Tabela 2.2 mostra, resumidamente, 
informa^oes tecnicas importantes sobre os princi¬ 
pals analisadores hematologicos comercializados 
no Brasil. 

Os resultados fornecidos pelos analisadores 
hematologicos podem ser reportados para o labo¬ 
ratory por meio de contagens numericas, histo- 
gramas e citogramas (Figura 2.7). Os resultados 



Informagoes tecnicas e tecnofogta empregada nos pri 


2.2 

Eizados no Brasil 



do res hematologicos 



BECKMAN 

COULTER® 

SYS M EX® 

SYSMEX® 

ABBOTT® 

DIAGNOSTICS 

SIEMENS® 

DIAGNOSTICS 

HORIBA 

MEDICAL® 

MINDRAY® 

Origem 

Hialeah, 

Florida - EUA 

Kobe - Japao 

Kobe-Japao 

Abbott® Park, 
Illinois - EUA 

Tarrytown, Nova 
lorque - EUA 

Montpellier- 
Franca 

Shenzhen- 
China 

Anaiisador 

hematologico 

Coulter LH 780 

XE-5Q00 

SerieXN 

Cell-Dyn- 

-Sapphire 

Ad via 21201 

Pentra DX 120 

BC 6800 

Capacidade de 

proeessamento 

(testes/hora) 

110 

150 

100-300 

100 

120 

120 

125 

Leucocitos 

Impedancia 

Impedancia 

Gptico 

fluorescente 

Optico 

Optico 

Impedancia 

Impedancia 

Eritrocitos 

Impedancia 

Impedancia 

Impedancia 

Optico e 
impedancia 

Optico 

Impedancia 

Impedancia 

Hemoglobina 

Ciano-meta- 

-hemoglobina 

modificado 

Livre de 
cianeto com 
lauril sulfato de 
sodio 

Livre de 
cianeto com 
lauril sulfato de 
sodio 

Livre de cianeto 
com imidazol 

Ciano-meta- 
-hemoglobina ou 
livre de cianeto 
com oxido de 
dimetii lauril 
amina e optico 

Ciano-meta- 
-hemoglobina 
ou livre de 
cianeto por meio 
de espectrofoto- 
metria de 
compostos 
de oxidagao 
do ferro do 
grupamento 
heme 

Ciano-meta- 

-hemoglobina 

Volume 

Globular 

{Eritrocitos x 
VCM)/10 

Medi^ao direta 
pela soma dos 
pulsos de RBC 

Medi^ao direta 
pela soma dos 
pulsos de RBC 

(Eritrocitos x 
VCM)/1Q 

(Eritrocitos x 
VCM)/10 

(Eritrocitos x 
VCM)/10 

(Eritrocitos x 
VCMJ/10 

VCM 

Media do 
volume dos 
eritrocitos 
obtida do 
histograma de 
distribuigao 

(Volume 

globular/ 

eritrocitos) 

xIO 

(Volume 

globular/ 

eritrocitos) 

X10 

Media do volume 
dos eritrocitos 
obtida do 
histograma de 
distribui^ao 

Media do volume 
dos eritrocitos 
obtida do 
histograma de 
distribui^ao 

Media do 
volume dos 
eritrocitos 
obtida do 
histograma de 
distribuigao 

Media do 
volume dos 
eritrocitos 
obtida do 
histograma de 
distribui^ao 


HCM 

(Hemoglobina/ 
eritrocitos) x 10 

(Hemoglobina/ 
eritrocitos) x 10 

(Hemoglobina/ 
eritrocitos) x 10 

(Hemoglobina/ 
eritrocitos) x 10 

(Hemoglobina/ 
eritrocitos) x 10 

(Hemoglobina/ 
eritrocitos) x 10 

(Hemoglobina/ 
eritrocitos) x 10 


(continua) 
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TABELA 2.2 Informagoes tecnicas e tecnologia empregada nos principals analisadores hematologicos 
comercializados no Brasil (continua0o) 



BECKMAN 

COULTER® 

SYS M EX® 

SYSMEX® 

ABBOTT® 

DIAGNOSTICS 

SIEMENS® 

DIAGNOSTICS 

HORIBA 

MEDICAL® 

MINDRAY® 

CKCM 

(Hemoglobina/ 

volume 

globular) x 100 

{Hemoglobina/ 

volume 

globular) x 100 

(Hemoglobina/ 

volume 

globular) x 100 

(Hemoglobina/ 
volume globular) 

X100 

(Hemoglobina/ 
volume globular) 

xioo 

(Hemoglobina/ 

volume 

globular) x 100 

(Hemoglobina/ 

volume 

globular) x 100 

RDW 

Coeficiente 
de variagao e 
desvio-padrao 
do histograma 
de eritrocitos 

Coeficiente 
de variagao e 
desvio-padrao 
do histograma 
de eritrocitos 

Coeficiente 
de variagao e 
desvio-padrao 
do histograma 
de eritrocitos 

Coeficiente de 
variagao do 
histograma de 
eritrocitos 

Coeficiente de 
variagao do 
histograma de 
eritrocitos 

Coeficiente de 
variagao do 
histograma de 
eritrocitos 

Coeficiente 
de variagao e 
desvio-padrao 
do histograma 
de eritrocitos 

Plaquetas 

Impedancia 

Impedancia e 
optico 

Impedancia e 
optico 

Impedancia, optico 
e imunologicocom 
CD61 

Optico 

Impedancia 

Impedancia e 
optico 

VPM 

Media do 
volume das 
plaquetas 
obtida do 
histograma de 
distribuigao 

(Plaquetocrito/ 
plaquetas x 
lOVpiL) x 10.000 

(Plaquetocrito/ 
plaquetas x 
10 3 /pL) x 10.000 

Media do volume 
das plaquetas 
obtida do 
histograma de 
distribuigao 

Media do volume 
das plaquetas 
obtida do 
histograma de 
distribuigao 

Media do 
volume das 
plaquetas 
obtida do 
histograma de 
distribuigao 

Media do 
volume das 
plaquetas 
obtida do 
histograma de 
distribuigao 

Reticulocitos 

Coloragao 
supravital com 
azul de metileno 
novo e detecgao 
do volume, 
condutividade 
e dispersao da 
luz (Tecnologia 
VCS) 

Coloragao 
supravital com 
polimetina 
e detecgao 
optica da 
fluorescencia 

Coloragao 
supravital com 
corante de RNA 
e detecgao 
optica da 
fluorescencia 

Coloragao com 
cianina (Sybr II) e 
detecgao optica 
da dispersao 
da luz e da 
fluorescencia 

Coloragao 
supravital com 
Oxazina 750 e 
detecgao optica 
da dispersao 
da luz e da 
absorbancia 

Coloragao 
com laranja 
de Thiazol 
e detecgao 
optica da 
fluorescencia e 
por impedancia 

Coloragao 
supravital 
com corante 

fluorescente 
patenteado 
e detecgao 
optica da 
fluorescencia 

Neutrofilos 

Linfocitos 

Monocitos 

Eosinofilos 

VCS 

Metodo optico 
e coloragao 
fluorescente 

Possui um 
iinico canal 
para a 

diferencial em 

5 partes. Neste 
mesmo canal 
tambem ha 
eritroblastos 6 

Metodo optico 
e coloragao 
fluorescente 

Detecgao optica 
da fluorescencia 
e da dispersao 
da luz polarizada 
e despolarizada 
em multiplos 
anguios 

Coloragao pela 
peroxidase + 
metodo optico 

Impedancia + 
citoquimica + 
metodo optico 

Metodo optico 
e coloragao 
fluorescente 






Basofilos 

Lise diferencial 
+ metodo 
optico 

Lise diferencial + 
metodo optico 

Lise diferencial 
+ impedancia 

Lise diferencial 
+ metodo 
optico 


VCM, volume corpuscular medio; HCM, hemoglobina corpuscular media; CHCM, concentragao de hemoglobina corpuscular media; RDW, red 
ceil distribution width (Indice de distribuigao dos volumes eritrocitarios); VPM, volume plaquetario medio; VCS, vo/ume, condutivity, scatter 
(volume, condutividade e dispersao da luz). 


Fonte: Comar e Pasquini . 16 


numericos sao apresentados na forma de numeros 
simples, os quais representam a concentraf^ao ce- 
lular em mimero por unidade de volume. No caso 
das subclasses de leucocitos, a concentragao pode 
tambem ser representada como uma porcentagem 
da subclasse em questao com rela^ao ao total de 
leucocitos. Os histogramas sao exibidos grafica- 
mente, ilustrando, por meio de uma distribuigao 
de frequencia, a concentrar^ao de celulas em fun- 
^ao da distribuigao do tamanho das mesmas. Nos 
casos de contagem de celulas com metodo optico, 


em que um detector e usado para determinar a luz 
dispersa de cada celula e o outro para determinar 
a luz absorvida, os dois sinais podem ser utilizados 
para gerar um grafico chamado citograma. Nesse 
tipo de grafico, cada celula e um ponto no grafico, 
cuja distancia do ponto de origem e representada 
pela amplitude do sinal em cada um dos dois ca- 
nais de detecgao. 

Os Quadros 2.1 e 2.2 apresentam informa- 
9 oes sobre a determina^ao da concentragao de 
hemoglobina e do volume globular. 






















24 Hematologia laboratorial: teoria e procedimentos 


Resultados numericos 



WBC 

6,90 

[10 9 /L] 



RBC 

4,64 

[10 ,2 /L] 



HGB 

154 

[g/L] 



HCT 

44,0 

E%] 



MCV 

94,8 

[fL] 



MCH 

33,1 

[pg] 



MCHC 

350 

[g/L] 



PLT 

353 

[10 5 /L| 



RDW-SD 

46,0 

[fL] 



RDW-CV 

13,4 

[%] 



PDW 

11,6 

[fL] 



MPV 

10,6 

[fL] 



P-LCR 

30,0 

[%] 



PCI 

0,37 

[%] 



NEUT 

4,19 

[10 9 /L] 

60,7 

[%] 

LYMPH 

1,54 

[10 9 /L] 

22,3 

[%] 

MONO 

0,51 

[10 5 /L] 

7,4 

[%] 

EO 

0,60 

[10 9 /L] 

8,7 

l%] 

BASO 

0,06 

[10 S /L] 

0,9 

[%] 

NRBC 

0,00 

[10 9 /L] 

0,0 

[/100WBC] 

RET 

1,70 

I%] 

78,9 

[10 9 /L] 

IRF 

6,7 

[%] 



LFR 

93,3 

[%] 



MFR 

6,1 

[%] 



HFR 

0,6 

[%] 




Citograma da contagem 
diferencial de leucocitos 


Lymph 

Ghost 



Citograma da contagem 
de reticulocitos 



Citograma da contagem 
global de leucocitos e basofilos 


Histograma de distribuigao 
dos volumes dos eritocitos 




Citograma da contagem de 
plaquetas por metodo optico 




F—PLT-0 


Histograma de distribuigao 
dos volumes das plaquetas 



FEGURA 2.7 Exemplos de resultados numericos, citogramas e histogramas fornecidos pelos analisadores 


Fonte: Comar e Pasquini. 


16 


QUADRO 2.1 Determinagao da concentragao de hemoglobina 


Muitos analisadores hematologicos ainda determinam a concentragao de hemoglobina por meio de uma modificagao do metodo manual 
da ciano-meta-hemoglobina. Entretanto, muitos fabricantes de analisadores automatizados estao substituindo esse metodo por outros 
que possam reduzir possfveis danos amblentais causados pelo cianeto, particularmente no que diz respeito ao tratamento dos grandes 
volumes de residuos gerados na rotina laboratorial. Nesses novos metodos, o cianeto pode ser substituido por lauril sulfato de sodio, 
imidazol, dodecil sulfato de sodio e oxido de dimetil lauril amina, os quais geram novos derivados estaveis da hemoglobina, que tambem 
podem ser mensurados espectrofotometrkamente. 

Fonte: Comar e Pasquini . 16 


QUADRO 2.2 Determinagao do volume globular 


A maioria dos analisadores hematologicos determina o volume corpuscular medio dos eritrocitos e, a partir dele e da contagem de eritro- 
citos, o volume globular. Outros analisadores determinam o volume globular diretamente pelo metodo da detecgao dos pulsos gerados 
para cada eritrocito que passa pela zona de detecgao, Nesse metodo, para determinagao do volume globular, somam-se os volumes 
de todas as celulas que passam pela zona de detecgao, considerando a diluigao da amostra e o volume injetado durante urn periodo de 
tempo determinado. Esse metodo, segundo o fabricante, possui elevada correlagao com o metodo de referenda para determinagao do 
micro-hematocrito conforme documento H7-A3 do National Committee for Clinical Laboratory Standards {NCCLS}. A diferenga basica 
entre volume globular e hematocrito e que o ultimo possui uma pequena quantidade de plasma aprisionado de cerca de 1 a 2% do total. 


Fonte: Comar e Pasquini . 16 



Apesar dos grandes avangos observados nos anali¬ 
sadores hematologicos, ainda existem problemas 
associados com amostras de sangue anormais. 
Pode-se facilmente compreender a dificuldade que 
um analisador encontra ao avaliar celulas anor¬ 


mais, incluindo blastos, granulocitos imaturos, 
linfocitos atipicos, leucocitos com inclusoes cito- 
plasmaticas e, ate mesmo, amostras com hemopa- 
rasitas. De um modo geral, os contadores sao pro- 
jetados para reconhecer celulas normais e, quando 
ha um numero significativo de celulas anormais, 
com alteragoes na forma e no tamanho nuclear e 
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celular, possiveis problemas de identifica^ao das 
celulas serao encontrados. Algumas limita^oes 
dos analisadores sao substituidas por alertas sus- 
peitos ouflags, que indicam dificuldades na iden- 
tifica^ao das celulas. Tais alertas sugerem a pre¬ 
sent^ de determinados tipos celulares diferentes 
dos normais. Portanto, e um resultado qualitativo, 
que implica na necessidade de verifica^ao, geral- 
mente pela avalia^ao microscopica da lamina de 
sangue periferico. Esses flags devem ser respeita- 
dos, e as recomenda^oes do fabricante devem ser 
seguidas para garantir a qualidade dos resultados. 

O desejo de todos os fabricantes de analisado¬ 
res hematologicos e aumentar a especificidade dos 
alertas suspeitos sem perder a sensibilidade. Con- 
tudo, na pratica, muitos casos de falsos positivos 
sao observados, os quais apresentam o flag , mas 
nao a altera^ao morfologica na lamina. Os anali¬ 
sadores sao configurados dessa maneira, de modo 


a fornecer mais seguran^a na libera^ao dos resul¬ 
tados, mesmo a custa de revisoes desnecessarias 
de laminas de hemogramas. E preferivel trabalhar 
com uma pequena quantidade de resultados falsos 
positivos, que impactam apenas na rotina do labo¬ 
ratory, do que trabalhar com elevada taxa de fal¬ 
sos negativos, que podem causar danos aos pa- 
cientes devido a omissao de informa^oes 
relevantes para o diagnostico e acompanhamento. 
Mesmo se um alerta demonstrar boa especificida¬ 
de, nao ha garantias de que as laminas nao revisa- 
das realmente nao contenham altera^oes mor- 
fologicas relevantes. Dessa forma, os alertas mor- 
fologicos devem ser utilizados em conjunto com 
os criterios de revisao e libera^ao de resultados de 
hemogramas automatizados (Tabela 3.28 do Ca- 
pltulo 3), a fim de se obter mais confian^a na libe- 
ra<~ao dos resultados. 2124 A Figura 2.8 mostra um 
exemplo de como os flags sao gerados. 


WBC& 

14,25 

[10 9 /L] 



RBC 

4,00 

'10 12 /L] 



HGB 

113 

[g/L] 



HCT 

34,0 

[%: 




MCV 

85,0 - 

[fLl 


A dispersao de uma 

MCH 

28,3 

pa] 

quantidade significative 

MCHC 

332 

L r -D 1 

[g/L] 

de celulas esta 

PLT & 

20 - 

1 0 9 /L] 

situada na regiao onde, 

RDW-SD 

46,5 

[fL] 


normalmente, se encontram 

RDW-CV 

15,0 

[%: 


blastos. Em fungao disso. 

PDW 

8,7 - 

[ft] 
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MPV 

10,7 

[fL] 
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29,6 

[%: 




PCI 

0,02 - 

[%: 




NEUT 

2,19 * 

[1 0 9 /L] 

15,3 * 

[%] LL. 
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10,64 * 

[10 9 /L] 

74,7 * 

[%] 

MONO 

0,98 * 

[1 0 9 /L] 

6,9 * 

[%] 

EO 

0,19 * 

;io 9 /l] 

1,3 * 

[%] 

BASO 

0,25 * 

’10 9 /L] 

1,8 * 

[%] 

NRBC 

0,57 

;io 9 /l] 

4,0 

E/100WBC] 

RET 

0,36 

[%: 

i 

14,4 

[1 0 9 /L] 

IRF 

20,2 

[%■ 
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79,8 

[%' 




MFR 

1 R fl 

[%■ 
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R 1 

J.Z 
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DfFF 
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LJ 
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SSC 
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3,5 [%] 
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RBC/RET IP Mensagens 
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2,5 [%] 
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0,5 [%] 


NRBC presente 



Eosindfilos 

1 , 51 %; 



V 
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0,0 [%' 
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1,0 [%] 


Granuldcitos imaturos? 
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FIGURA 2.8 Exemplo de gera^ao de alertas (flags) suspeitos. 
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SITUATES QUE INTERFEREM NAS 
anAlises AUTOMATIZADAS 


A Tabela 2.3 resume varias situates que podem 
provocar interferencia na maioria dos analisado- 
res hematologicos e fornece sugestoes para cor re- 
^ao dos resultados. 


CONTAGEM DIFERENCIAL ESTENDIDA 


A contagem diferencial estendida e a contagem de 
outros tip os celulares alem das cinco populates 
de leucocitos normalmente presentes no sangue 
periferico e e oferecida, geralmente, pelos analisa- 
dores hematologicos mais modernos de cada 




-■encia 





CONDigAO 

PARAMETRO 

AFETADO 

MOTIVO 

INDICADORES 

A£AO CORRETIVA 

Aglutininasfrias 

ERI i, VCM t, 

CHCM t 

Aglutinagao de ERI 

Dupla populaqao ou desvio a 
direita no histograma de ERI 

Aquecer a amostra a 37 °C e 
reanalisar 

Lipemia e 
ictericia 

Hgb t, HCM f 

0 aumento da turbidez afeta a 
leitura espectrofotometrica 

Hgb x 3 * VG ± 3 

Substituigao do plasma por 
igual quantidade de diluente 

Hemolise 

ERI i, VG 1 

Os ERI lisados nao sao 
contados 

Hgb x3 * VG ± 3 

Requisitar nova amostra 

Eritrocitos 

resistentes a 
lisecom Hgb 
anormal 

LEU t, Hgb t 

ERI contendo Hgb S, C ou 

F pode resistir a lise e ser 
contado como LEU 

Presenga de ruidos nos 
histogramas e citogramas 
de LEU 

Reaiizar diluigoes manuais e 
conceder tempo de incubagao 
para que ocorra a lise 

Microcitos e 
esquistocitos 

ERI i, Plaq t 

Microcitos e esquistocitos < 
que o limite de corte inferior 
para ERI 

Desvio a esquerda no 
histograma de ERI, 0 VCM 
e sinalizado se for menor 
que o limite inferior 

Revisar a lamina. Estimativa 
do numero de plaquetas por 
metodo indireto 14 

Eritroblastos 
e fragmentos 
de nudeo de 
megacariocitos 

P LEU t 

Ambos sao contados como LEU 

Alerta morfologico de 
eritroblastos 

Contar eritroblastos e 
fragmentos de nudeo de 
megacariocitos e corrigir LEU 

Agregados 

plaquetarios 

Plaq i, LEU t 

Agregados plaquetarios 
podem ser contados como LEU 

Alerta morfologico de 
agregados plaquetarios 

Recoletar a amostra em 
citrato de sodio e multiplicar 
o resultado por 1,1 

LEU > 100.000/pL 

ERI t, Hgb T, HCT 
incorreto, indices 
anormais 

Aumento da turbidez para 

Hgb; LEU sao contados juntos 
com ERI 

Hgb x 3 * VG ± 3; 
contagem de LEU pode 
estar acima da linearidade 

Fazer micro-hematocrito. 

Fazer Hgb apos substituigao 
do plasma por igual 
quantidade de diluente. 
Corrigir ERI em fungao de 

LEU. Recalcular Indices. 

Se LEU estiver acima da 
linearidade, diluir amostra 
para corrigir contagem 

Tratamento 
quimioterapico 
para leucemia 

LEU falsamente 4^, 
Plaq falsamente T 

LEU frageis; fragmentos de 
citopiasma sao contados 
como Plaq 

Contagem de plaquetas 
e inconsistente com 
resultados anteriores 

Revisar a lamina. Contar 
plaquetas por microscopia 
com contraste de fase ou 
outro metodo alternative 

Amostra antiga 

VCM t, VPM t, 

Plaq 1, contagem 
diferencial de 

LEU pode estar 
incorreta 

ERI incham-se conforme 
amostra envelhece. Plaq 
incham-se e degeneram-se. 

Os leucocitos sao afetados por 
longos periodos de exposigao 
ao EDTA 

Presenga de agrupamentos 
anormais nos histogramas 
e citogramas de LEU 

Estabelecer criterios de 
aceitagao e rejeigao de 
amostras 


t, aumentado; >1, diminuido; Hgb, hemoglobina; VG, volume globular; ERI, eritrocitos; LEU, leucocitos; Plaq, plaquetas; VCM, volume corpus- 
cular medio; HCM, hemoglobina corpuscular media, CHCM, concentragao de hemoglobina corpuscular media; VPM, volume plaquetario me¬ 
dio; EDTA, acido etiilenodiaminotetracetico. 

Fonte: Comar e Pasquini . 16 
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fabricante. A presen^a de tais celulas somente era 
indicada por alertas qualitativos e, com a conta- 
gem estendida, passaram a ser quantificadas em 
termos relativos e absolutes. Atualmente, os tipos 
celulares incluidos na contagem diferencial esten¬ 
dida sao celulas imaturas ou atipicas, tais como 
blastos, granulocitos imaturos, linfocitos atipicos, 
celulas progenitoras hematopoieticas e eritroblas- 
tos. Alguns dos principais objetivos da contagem 
diferencial estendida sao obter contagens mais 
precisas e exatas para populates celulares raras; 
possibilitar contagens diferenciais em amostras 
com composi^ao celular mais complexa que o 
sangue periferico como, por exemplo, medula os- 
sea e sangue de cordao umbilical; alem de possibi¬ 
litar a redu 9 ao de revisoes microscopicas das la¬ 
in inas de hemogramas na rotina laboratorial. Nos 
paragrafos seguintes, serao descritos os principais 
componentes da contagem diferencial estendida e 
suas aplica^oes. 

:: CELULAS GRANDES E NAO CORADAS 

Os analisadores hematologicos Advia 120/2120 
(Siemens®) realizam contagens de populates 
adicionais de leucocitos, denominadas de celulas 
grandes nao coradas (LUC, do ingles large unstai¬ 
ned cells). O principio e baseado na detec^ao do 
nivel de atividade da enzima peroxidase que as 
celulas apresentam, a qual e evidenciada por um 
corante especifico. As celulas grandes nao coradas 
nao possuem peroxidase e, portanto, nao sao co¬ 
radas. As celulas grandes nao coradas podem ser 
constituidas por blastos, linfocitos atipicos, eri- 
troblastos j ovens, celulas plasmatic as ou, simples- 
mente, por neutrofilos com rea^ao negativa a pe¬ 
roxidase. Trata-se de uma contagem com baixa 
especificidade pelo fato de nao haver relaifao evi- 
dente entre LUC e suas contrapartidas celulares 
individuals. 25 Pode ser usada como criterio para 
que seja realizada a revisao microscopic a da lami¬ 
na de hemograma quando possui valor > 5%. A 
Figura 2.9 mostra o citograma do canal de pero¬ 
xidase que origina a contagem das celulas grandes 
e nao coradas. Esse citograma e estabelecido em 
fun^ao do tamanho celular (Y) e intensidade de 
atividade da enzima peroxidase (X). 

:: CELULAS PROGENITORAS 
HEMATOPOIETICAS 

A contagem de celulas progenitoras hematopoieti¬ 
cas (HPC, do ingles hematopoietic progenitor 
cells ) pode ser utilizada para definir o momento 



intensidade de atividade da peroxidase 


FIGURA 2.9 Demonstra^ao das celulas grandes 
e nao coradas (LUC) no citograma do canal de 
peroxidase. 


Fonte: Adaptada de Siemens Healthcare Diagnostics . 26 

ideal de se realizar a aferese para que se obtenha 
um numero suficiente dessas celulas na circula^ao 
periferica, apos sua mobiliza^ao por meio de fato- 
res de crescimento hematopoieticos, com o intuito 
de auxiliar a realizaq;ao de transplantes. Normal- 
mente, os valores de corte utilizados para deter- 
minar o momento da coleta de HPC podem variar 
de 10 a 20 HPC CD34 + /pL, e o metodo recomen- 
dado para tal contagem e a citometria de fluxo 
com anticorpo monoclonal anti-CD34. Contudo, 
esse metodo e moroso, apresenta custo elevado e 
requer equipe experiente. 25 

Nos analisadores hematologicos XE-2100 e 
XE-5000 (Sysmex®), foi proposto um metodo al¬ 
ternative de pesquisa de HPC que nao requer an- 
ticorpos monoclonais e que pode ser realizado si- 
multaneamente as contagens automat izadas de 
rotina. Nesse metodo, as HPCs sao determinadas 
utilizando-se uma combina^ao de impedancia, 
radiofrequencia e lise seletiva (Figura 2.10). 

A contagem de HPC possui elevada sensibili- 
dade e valor preditivo negativo e pode ser utilizada 
como teste de screening para exclusao de candida¬ 
tes para aferese de celulas tronco no sangue perife¬ 
rico apos mobiliza 9 ao com G-CSF, na qual a con¬ 
tagem de HPC e baixa (< 20 HPC/pL). Por outro 
lado, contagem de HPC maior que 20 a 30/pL indi- 
ca a possibilidade de coleta de celulas tronco. A 
contagem de HPC possui um valor preditivo posi- 
tivo de 67%, indicando que quando HPC for > 20 a 
30/pL, em 67% das vezes a contagem de celulas 
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FIGURA 2.10 Demonstrate) das celulas 
progenitoras hematopoieticas (HPC) no citograma 
do canal IMI, que combina impedancia, 
radiofrequencia e Use seletiva. 


RF, radiofrequencia; CD, corrente direta (impedancia). 
Fonte: Adaptada de Sysmex ®. 27 


tronco CD34+ tambem estar a elevada, indicando 
que a aferese pode ser realizada. Nos 33% restantes, 
a aferese pode necessitar de processamento adicio- 
nal de sangue para atingir a concentra^ao adequa- 
da de celulas tronco. Outra potencial utilidade do 
parametro HPC e a estimativa da quantidade de 
celulas tronco em sangue de cordao umbilical des- 
tinado a transplantes, uma vez que se poderiam 
identificar unidades de sangue de cordao com alta 
concentra^ao dessas celulas, assim como unidades 
que nao atendem aos criterios mmimos para se 
realizar o processamento de obten^ao de celulas 
tronco. 

:: GRANULOCITOS IMATUROS 

Celulas como metamielocitos, mielocitos e pro- 
mielocitos, todas incluidas no compartimento de 
granulocitos imaturos, podem ser contadas por 
alguns analisadores pela citometria de fluxo. 28 A 
contagem de granulocitos imaturos (IG, do in¬ 
gles immature granulocytes ) engloba a soma de 
metamielocitos, mielocitos e pro-mielocitos e e 
disponibilizada nos analisadores XE-2100, XT- 
-4000i e XE-5000 (Sysmex®), como parametro 
reportavel, e no analisador Pentra DX 120 (Hori- 
ba Medical®), como parametro de pesquisa e 
ainda nao reportavel. O principio de contagem e 
baseado em citometria de fluxo apos colora^ao 
do RNA e DNA das celulas por um corante fluo- 
rescente (Figura 2.11). 



FIGURA 2.11 Demonstrate) dos granulocitos 
imaturos no citograma de diferencial de leucocitos 
em fungao da fluorescencia e desvio da luz lateral. 


Fonte: Adaptada de Sysmex ®. 27 


Contagens aumentadas de granulocitos ima¬ 
turos no sangue periferico tern se mostrado po- 
tencialmente uteis no diagnostico de septicemia 
neonatal. Portanto, a contagem de IG se constitui 
uma alternativa a contagem de bastoes, na qual o 
criterio morfologico e muito variavel, alem de ter 
varias outras fontes de erro. 30 

Os granulocitos imaturos, normalmente ausen- 
tes no sangue periferico, podem estar aumentados 
em situates como infec^oes bacterianas, doen^as 
inflamatorias agudas e cancer, particularmente 
aqueles com metastase ossea. Tambem podem estar 
aumentados na necrose tecidual, rejei^ao aguda aos 
transplantes, traumatismos cirurgicos e ortopedi- 
cos, doen^as mieloproliferativas, uso de esteroides e 
na gravidez, principalmente durante o terceiro tri- 
mestre. Nesses casos, o aumento dos granulocitos 
imaturos e acompanhado do aumento nos neutro- 
filos, os quais sao lan^ados na circula^ao advindos 
do pool marginal e da medula ossea. 

Em alguns individuos, especialmente pessoas 
idosas, neonatos e pacientes mielossuprimidos, o 
aumento da contagem de neutrofilos pode nao ser 
observado como nas situates descritas no para- 
grafo anterior, pois os neutrofilos podem estar 
ausentes. Em outras circunstancias, tais como 
septicemias, pode ate ocorrer neutropenia. Sendo 
assim, o aumento dos granulocitos imaturos em 
porcentagem superior a 2%, mesmo se isolado, 
pode ser util para identificar uma infec^ao aguda, 
mesmo quando nao ha suspeita clinica. 

Contagens automatizadas de IG > 2% podem 
ser consideradas como indicativo da necessidade de 
revisao microscopica das laminas de hemograma. 
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As contagens microscopicas de granulocitos 
imaturos sao, na maioria das vezes, imprecisas 31 - 32 
em virtude de essas celulas serem, geralmente, en- 
contradas em baixas concentrates (< 10%), o que 
provoca diminui^ao da sensibilidade cllnica. Os 
analisadores hematologicos citados anteriormente 
podem contar os granulocitos imaturos ao execu- 
tar a contagem diferencial de leucocitos com uma 
imprecisao notavelmente baixa, proxima de 7%. A 
exatidao, quando comparada com a contagem mi- 
croscopica ou por citometria de fluxo com o em- 
prego de anticorpos monoclonais, e igualmente 
elevada. A contagem de IG tern uma especificida- 
de elevada para circunstancias infecciosas (83- 
97%), mas sao acompanhadas da baixa sensibili¬ 
dade (entre 35-40%). Esta baixa sensibilidade 
significa que essa contagem nao e indicada como 
um teste de triagem para a infect*^ mesmo que 
uma associa^ao significativa exista entre conta¬ 
gens elevadas de granulocitos imaturos e hemo- 
culturas positivas. 

:: ERITROBLASTOS 

Normalmente, os eritroblastos estao presentes em 
sangue periferico de recem-nascidos, mas em bai¬ 
xas concentrates. Eles podem apresentar-se em 
concentrates elevadas na doen^a hemolitica do 
recem-nascido, e alguns estudos indicam um au- 
mento da concentra^ao de eritroblastos em neona- 
tos prematuros com hipoxia no periodo perinatal. 

Os eritroblastos tambem podem ser visualiza- 
dos no sangue periferico de adultos como, por 
exemplo, nas sindromes talassemicas, doen 9 as 
mieloproliferativas, especialmente a mielofibrose, 
tumores solidos metastaticos na medula ossea, he- 
matopoiese extramedular alem de muitas 
condi^oes que geram estresse hematopoietico 
como septicemia, hemorragia maci^a e hipoxia 
grave. Nessas situates, a presen^a de eritroblastos 
e correlacionada com a gravidade do prognostico. 
Contagens aumentadas de eritroblastos no sangue 
periferico de pacientes que se submeteram a trans- 
plante de medula ossea se correlacionam com o au- 
mento da mortalidade. Em outras situates, a con¬ 
tagem de eritroblastos e util para avaliar a eficacia 
da terapia transfusional nas talassemias, sendo 
aconselhavel manter uma contagem de eritroblas¬ 
tos de menos de 5 para cada 100 leucocitos. 

As contagens microscopicas manuais possuem 
limita^oes naprecisao e na exatidao de populates 
de celulas raras, como os eritroblastos, podendo, 


as vezes, negligenciar a presen^a dessas celulas. 
Em amostras com elevada concentrate de eritro¬ 
blastos, os analisadores podem superestimar a 
contagem de leucocitos e de linfocitos. De fato, 
quase todos os analisadores hematologicos con¬ 
tain os eritroblastos parcial ou inteiramente como 
linfocitos. Atualmente, alguns analisadores hema¬ 
tologicos, como o Cell Dyn Sapphire (Abbott®), 
Pentra DX 120 (Horiba Medical®), LH 780 (Beck¬ 
man Coulter®), Advia 2120 (Siemens®) e serie XN 
(Sysmex®), realizam a contagem de eritroblastos 
conjuntamente com a contagem diferencial de leu¬ 
cocitos. Ja nos analisadores XE-2100 e XE-5000 
(Sysmex®), a determinatjao desse parametro deve 
ser programada separadamente, necessitando ain- 
da de reagentes adicionais (Figura 2.12). Nos ana¬ 
lisadores citados, a contagem de leucocitos e linfo¬ 
citos e corrigida em fun^ao da concentrate de 
eritroblastos presentes na amostra. 

Resultados publicados indicam excelente de- 
sempenho em termos de precisao, com coeficiente 
de exatidao e de variate inferior a 10%, mesmo 
quando a contagem automatizada de eritroblastos 
e avaliada em compara^ao com a contagem mi- 
croscopica ou por citometria de fluxo com anti¬ 
corpos monoclonais. Os coeficientes de correla¬ 
te encontrados na literatura situam-se entre 0,90 
e 0,99, enquanto os limites de detec^ao, depen- 
dendo do analisador, encontram-se entre 1 e 2 eri- 
troblastos/100 leucocitos. 25 - 29 


NOVOS PARAMETROS HEMATOLGGICOS 


Os analisadores hematologicos estao cada vez 
mais sofisticados, e o numero de parametros dis- 
poniveis e reportaveis vem aumentando. Tais pa¬ 
rametros possuem um grande potencial para se¬ 
rem utilizados na pratica medica e podem 
permitir o desenvolvimento de novos indicativos 
para certas doen^as e anormalidades morfologi- 
cas. Esses novos parametros requerem conheci- 
mento especializado no que se refere a sua inter- 
preta^ao e a limita^oes analfticas, o que torna 
necessaria a realiza^ao de constantes atualiza^oes 
por parte dos medicos e profissionais do laborato- 
rio. Apesar da importancia das informa^oes for- 
necidas pelos novos parametros hematologicos, 
torna-se imperativa a realiza^ao de boas praticas 
laboratoriais para assegurar a confiabilidade dos 
resultados reportados. Os laboratories devem rea- 
lizar controle de qualidade interno desses para¬ 
metros para garantir que as determinates sejam 
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Existe um canal especffico para contar eritroblastos, no qual os mesmos sao separados 
dos leucocitos por dlferenga de tamanho e intensidade de fluorescencia 



Intensidade da fluorescencia 


FIG UR A 2.12 Principio de contagem de eritroblastos nos analisadores Sysmex®. 


Fonte: Adaptada de Sakata . 33 


suficientemente precisas e exatas. Os resultados das 
amostras dos pacientes nao devem ser liberados 
caso nao seja demonstrado, por um controle de 
qualidade interno, que os procedimentos analiti- 
cos sao, de fato, validos e isentos de problemas. Em 
alguns analisadores que possuem parametros que 
estao disponiveis na ausencia de material de con¬ 
trole interno disponibilizado pelo fabricante, es- 
pecifica^oes de qualidade devem ser definidas, 34 e 
os resultados devem ser reportados com cautela. £ 
importante, ainda, que o laboratorio participe de 
um programa de qualidade de avaliaqao externa, 
de modo que seja possivel identificar os melhores 
metodos para determinar um parametro em par¬ 
ticular e identificar os metodos nao confiaveis. O 
controle externo tambem tern um papel essencial 
na manuten^ao e melhoria da qualidade analitica 
e adequa^ao dos dados laboratoriais. Nos topicos a 
seguir, sera discutido o essencial sobre os novos 
parametros hematologicos disponibilizado s pelos 
mais modernos analisadores hematologicos. 


:: FRACAO DE RETICULOCITOS IMATUROS 

e Indices reticulocitArios 

Heilmeyer, em 1931, foi um dos primeiros pesqui- 
sadores a prop or a class if ica^ao dos reticulocitos 
baseada na sua propria matura^ao, a qual e defini- 
da pela quantidade de filamentos reticulares pre- 
sentes em um reticulocito. 35 Inicialmente, essa 
observa^ao era realizada por meio de microscopia 
optica apos Colorado supravital das celulas pelo 
azul de cresil brilhante. 36 

Apesar de existir um grande potencial da apli- 
ca^ao da classifica 9 ao baseada na maturai^ao dos 
reticulocitos como um indice da atividade eritro- 
poietica da medula ossea, sua aplica^ao clinica e 
limitada em virtude dos resultados serem pouco 
reprodutiveis na classifica^ao manual 

Poster iormente, foi demonstrado que os fila¬ 
mentos reticulares dos reticulocitos eram compos- 
tos de proteina e RNA ribosomal. A introdu^ao de 
metodos citometricos que us am cor antes que se 
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ligam seletivamente no RNA, sendo, portanto, ca- 
pazes de gerar sinais reprodutiveis proporcionais 
ao conteudo desse acido nucleico, despertaram 
novamente o interesse pelo indice de matura^ao 
dos reticulocitos. 

O termo fra^ao de reticulocitos imaturos 
(IRF, do ingles immature reticulocyte fraction) foi 
introduzido para indicar a quantidade de reticu¬ 
locitos que se encontram, em determinada amos- 
tra, em fases imaturas da diferencia^ao celular, ou 
seja, com conteudo de RNA em quantidades mais 
elevadas. 3739 

Os analisadores mais modernos de cada fabri- 
cante fornecem o IRF e a maioria deles, por meio 
de citometria de fluxo, divide os reticulocitos em 
tres populates distintas (de alta, media e baixa 
fluorescencia), baseadas no conteudo de RNA pre¬ 
sente nos reticulocitos (Figura 2.13). Como as tec- 
nicas de contagem variam entre os analisadores, os 
intervalos de referenda podem ser diferentes, e a 
compara^ao de amostras analisadas por tecnicas 
diferentes pode ser um problema. 

Porem, independentemente da maneira pela 
qual e produzida, a IRF pode ser considerada um 
indice sensivel e precoce da eritropoiese. Uma apli- 
ca^ao particularmente util durante uma reticulo- 
citopenia e a identifica^ao precoce da regenera^ao 
medular em pacientes submetidos a transplante 
de medula ossea ou quimioterapia. Nessas condi- 
^oes, como marca da reticulocitopenia, pode-se 
observar o reaparecimento de reticulocitos com 
alto conteudo de RNA. Particularmente, nos trans- 
plantes de medula ossea, um aumento na fra^ao 
de reticulocitos imaturos pode prever o sucesso 
do transplante antes mesmo do aumento da con¬ 
tagem absoluta de neutrofilos e da contagem de 
reticulocitos. 

Esse parametro pode ser util para distinguir 
anemias caracterizadas pelo aumento da eritro¬ 
poiese, como as anemias hemoliticas adquiridas 
ou perda de sangue, as quais produzem um au¬ 
mento na contagem de reticulocitos e na IRF. 
Tambem e util na classifica^ao de anemias devido 
a atividade medular reduzida como na doen^a re¬ 
nal cronica, na qual a contagem de reticulocitos e 
a IRF estao reduzidas, e tambem em situa 9 oes 
como infec^oes agudas e sindromes mielodispla- 
sicas, nas quais ocorre uma dissocia^o entre a 
contagem de reticulocitos, que pode estar aumen- 
tada ou diminuida, e a fra^ao de reticulocitos ima¬ 
turos, a qual esta aumentada. 
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FIGURA 2.13 Citogramas de reticulocitos e 
fragao de reticulocitos imaturos em analisadores 
Sysmex® e Siemens®. A contagem de reticulocitos e 
a soma das fragoes de baixa, media e alta 
fluorescencia. 0 IRF e a soma das frames de media e 
alta fluorescencia (reticulocitos mais imaturos). 


LFR e L, reticulocitos de baixa fluorescencia; MFR e M, reticulocitos 
de media fluorescencia; HFRe H, reticulocitos de alta fluorescencia. 


Outras aplica^oes incluem monitoramento da 
eficacia de terapias nas anemias nutricionais, em 
virtude do aumento da IRF precede r o aumento da 
contagem de reticulocitos em varios dias. Os pro- 
blemas decorrentes do uso generalizado desse in¬ 
dice estao relacionados a varia^ao da sensibilidade 
analitica dos diferentes analisadores hematologi¬ 
cos, a qual e alta em analisadores que utilizam me- 
todos fluorescentes, e a dificuldade em comparar 
resultados obtidos de diferentes modelos de um 
mesmo fabricante ou de fabricantes diferentes. 
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A ultima gera^ao de analisadores hematologi- 
cos fornece alguns Indices reticulocitarios refe- 
rentes ao tamanho e ao conteudo de hemoglobina 
analogos aos indices dos eritrocitos. Entre eles, os 
mais promissores do ponto de vista clinico sao o 
CHr (conteudo de hemoglobina dos reticulocitos) 
e o VCMr (volume corpuscular medio dos reticu¬ 
locitos) ou MRV (volume medio de reticulocitos, 
do ingles mean reticulocyte volume ), dependendo 
do analisador. O CHr reflete diretamente a sintese 
de hemoglobina nos precursores eritroides da me- 
dula ossea e pode ser considerado uma ferr amenta 
para avaliar a disponibilidade de ferro para sinte¬ 
se de hemoglobina. Tambem e importante, em 
virtude da sua diminui^ao, indicar eritropoiese 
deficiente de ferro, mesmo em condi^oes nas 
quais marcadores bioquimicos tradicionais, como 
ferritina e transferrina, sao inadequados, como 
nos casos de inflamaifoes ou anemia de doen^a 
cronica. Tambem e util para o monitoramento da 
terapia com ferro intravenoso pelo fato de aumen- 
tar significativamente depois de 48 horas. Exce- 
^oes sao observadas em individuos heterozigotos 
para (3-talassemia, nos quais o CHr esta sempre 
reduzido independentemente dos niveis de ferro 
estocados no organismo. 

Valores baixos de CHr (VR = 23,3 - 34,1 pg) 
sao indicativos de eritropoiese deficiente de ferro 
em pacientes submetidos a dialise e ate mesmo em 
carencias funcionais, as quais ocorrem em pacien¬ 
tes tratados com eritropoietina. O CHr e conside¬ 
rado, por alguns autores, o indice de maior con- 
fiabilidade para avaliar anemia por deficiencia de 
ferro, mesmo em populates pediatricas. Ja para o 
VCMr, poucos estudos sobre a sua utilidade clini- 
ca estao disponiveis. Em individuos com estoque 
de ferro diminuido, esse indice aumenta rapida- 
mente apos a terapia com ferro e diminui igual- 
mente com o desenvolvimento de uma eritropoie¬ 
se deficiente de ferro. O VCMr diminui, e os 
reticulocitos sao menores que os eritrocitos circu- 
lantes encontrados na macrocitose da anemia me- 
galoblastica apos terapia com vitamina B 12 e/ou 
acido folico. O VCMr multiplicado pelo numero 
de reticulocitos fornece o valor do hematocrito 
dos reticulocitos, o qual e utilizado, juntamente 
com o CHr e, em geral, esta aumentado nesses ca¬ 
sos, para avaliar possivel abuso de eritropoietina 
em atletas de alto rendimento. 

Tambem notou-se que um aumento subito na 
rela^ao VCMr/VCM constitui um dos primeiros 


sinais da resposta eritropoietica apos um trans- 
plante de medula ossea. Portanto, o CHr e o 
VCMr possuem utilidades clinicas que muitas ve- 
zes se sobrepoem. Mais recentemente, a Beckman 
Coulter® desenvolveu um parametro que relacio- 
na o volume dos eritrocitos e reticulocitos chama- 
do de fator de tamanho das celulas vermelhas 
(RSf, do ingles red cells size factor), o qual possui 
boa correlaipao com o CHr. 

Atualmente, a principal limita^ao para o uso 
desses indices esta relacionada ao pequeno numero 
de analisadores que podem fornece-los. O CHr esta 
disponivel como parametro reportavel apenas no 
analisador hematologico Advia 120/2120 
(Siemens®) e como parametro de pesquisa no ana¬ 
lisador Cell-Dyn Sapphire (Abbott®). Um indice 
semelhante ao CHr, denominado de equivalente de 
hemoglobina dos reticulocitos (Ret-He; VR = 24.1 
- 35,8 pg), e fornecido pelos analisadores XT-4000i, 
XE-2100 E XE-5000 (Sysmex®). O VCMr produzi- 
do por varios analisadores apresenta problemas de 
padroniza^ao que tornam dificil a compara^ao dos 
resultados obtidos por analisadores de diferentes 
fabricantes. Em uma avalia^ao paralela, os interva- 
los de referenda foram, respectivamente, 91-111 £L 
para o analisador hematologico Pentra DX 120 
(Horiba Medical®), 98-120 fL para o modelo LH- 
750 da Beckman Coulter® e 100-114 fL para o ana¬ 
lisador Advia 120/2120 da Siemens®. 

:: PARAMETROS RELACIONADOS 
COM 0 CONTEUDO DE HEMOGLOBSNA 
DOS ERITROCITOS 

Alguns analisadores fornecem histogramas de 
distribui^ao da concentraiyao de hemoglobina 
observada em cada eritrocito, sendo capazes de 
indicar a presen^a de eritrocitos hipocromicos e 
hipercromicos. A porcentagem de celulas hipo- 
cromicas (%HYPO), definidas como a porcenta¬ 
gem de eritrocitos com concentra^ao de hemoglo¬ 
bina celular < 28 g/dL, tern sido descrita como um 
bom marcador de deficiencia funcional de ferro 
em pacientes submetidos a hemodialise. Assim, 
na pratica, durante a terapia com eritropoietina 
recombinante humana (rHuEpo), um aumento de 
eritrocitos hipocromicos > 10% (valor de referen¬ 
da ate 2,5%), poderia indicar a necessidade de au¬ 
mento na suplementa^ao de ferro. Esse parametro 
e fornecido pelos analisadores Advia 120/2120 
(Siemens®) (Figura 2.14), XE-2100 e XE-5000 
(Sysmex®) e Cell-Dyn Sapphire (Abbott®). 
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Histograma de concentrate 
de hemoglobina dos eritrocitos 


Regiao de celulas hipocromicas 


Concentragao de hemoglobina (g/dL) 


Histograma de volume 
dos eritrocitos 


Fonte: Adaptada de Siemens Healthcare Diagnostics . 26 


Os analisadores Beckman Coulter® fornecem 
um parametro semelhante, chamado de baixa 
densidade de hemoglobina (LDH%, do ingles low 
hemoglobin density ), o qual e derivado do CHCM 
utilizando uma transformation matematica 
sigmoidal. Estudos demonstraram que o LDH% 
possui significance clinica semelhante a %HYPO 
para determinar o status de ferro e sua disponibi- 
lidade para eritropoiese. Alguns estudos relata- 
ram que a %HYPO e mais senslvel para diagnosti- 
car deficiencia funcional de ferro, enquanto o 
CHr ou Ret-He evidenciam melhor a resposta ao 
tratamento com ferro. O grau de varia^ao na con- 
centra^ao de hemoglobina dos eritrocitos e quanti- 
ficado pelo parametro HDW (do ingles hemoglobin 
distribution width), analogo ao RDW e fornecido 
pelo analisador Siemens® Advia 120/2120.0 inter- 
valo de referenda e 1,82 a 2,64 g/dL, e valores alte- 
rados podem ser observados na anemia ferropriva 
em tratamento e em transfusoes sanguineas. O 
HDW e uma medida quantitativa da anisocromia. 
Os analisadores da Beckman Coulter®, serie LH, 
fornecem um parametro chamado volume cor¬ 
puscular esferico medio (MSCV, do ingles mean 
sphered corpuscular volume ), que e obtido durante 
a contagem de reticulocitos, sob conduces de bai¬ 
xa osmolaridade. O MSCV e conhecido como o 
indice de modifica^ao da forma dos eritrocitos, 
uma vez que os eritrocitos sao capazes de sofrer 
uma expansao osmotica, enquanto os esferocitos 


nao. Esses ultimos se fragmentam assim que atin- 
gem um volume critico, que e consistente com a 
diminui^ao do MSCV. Esse achado constitui um 
aperfei^oamento confiavel para rastrear amostras 
de pacientes com eliptocitose hereditaria e algu- 
mas anemias hemoliticas autoimunes. Nessas 
amostras, o MSCV e sempre menor que o VCM, e 
diferen^as menores que 9,6 fL (VCM - MSCV) 
possuem boa sensibilidade e especificidade para 
rastrear tais patologias. 

:: iNDICE DE ANISOCITOSE OU 
VARIA^AO DO TAMAN HO 
DOS ERITROCITOS 

Os analisadores hematologicos modernos calcu- 
lam, a partir do histograma eritrocitario, um indice 
de heterogeneidade do tamanho dos eritrocitos co¬ 
nhecido como RDW (do ingles red cell distribution 
width). Esse indice quase sempre e expresso como 
coeficiente de variai^ao em porcentagem (RDW- 
-CV), mas tambem pode ser expresso como desvio- 
-padrao (RDW-SD), particularmente nos analisa¬ 
dores Sysmex®, Beckman Coulter® e Mindray®. 

O RDW-SD e determinado calculando-se o 
indice de distribui^ao de tamanho dos eritrocitos 
no nivel de 20% da altura do histograma e e ex¬ 
presso em fentolitros (fL). Ja o RDW-CV e calcu- 
lado matematicamente como o coeficiente de va- 
ria^ao, ou seja, RDW-CV = 1SD/VCM x 100%, 
conforme Figura 2.15. 
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FIGURA 2.15 Obten^ao do RDW-CV e RDW-SD 
a partir do histograma de distribuigao dos volumes 
eritrocitarios. 


1DP, 1 desvio-padrao, VCM, volume cospuscular medio (fL). 

Fonte: Adaptada de Caporal e Comar . 40 

Alguns trabalhos sugerem que o RDW-CV 
tem mais sensibilidade em detectar anisocitose 
em faixas de VCM microciticos (VCM < 80 fL) e 
que o RDW-SD e mais sensivel em VCM normod- 
ticos (80 < VCM < 99) e macrodticos (VCM > 99). 
Apesar do RDW-CV e do RDW-SD possuirem 
desempenhos diferentes em detectar anisocitose 
em lamina conforme a faixa de VCM, ambos se 
complementam e devem ser utilizados em conj un¬ 
to na identificaipao de heterogeneidade dos tama- 
nhos eritrocitarios. 4142 

Um RDW dentro dos valores de referenda in- 
dica que os eritrocitos possuem um padrao de dis¬ 
tribute de tamanho que se aproxima do normal 
de uma popula^ao. Isso sugere a presen^a de uma 
popula^ao homogenea de celulas, mas nao neces- 
sariamente que todas possuem tamanho normal. 
£ importante deixar claro que um RDW normal 
nao exclui a presen^a de uma quantidade signifi- 
cativa de celulas que sao muito maiores ou muito 
menores que a popula^ao majoritaria de celulas, o 
que tambem nao significa que a popula^ao majo¬ 
ritaria de eritrocitos seja normal. 

Um RDW aumentado indica um aumento da 
variabilidade do tamanho dos eritrocitos, que 
tambem e conhecida como anisocitose e e comu- 
mente observado nas deficiencias nutricionais, 
como a de ferro, folato e vitamina B 12 , uma vez 
que a quantidade desses nutrientes que esta dis- 
ponivel para os precursores de celulas vermelhas 
pode variar amplamente, podendo resultar em 


altera^oes do tamanho eritrocitario. O RDW 
pode ser considerado uma medida semiquantita- 
tiva de anisocitose, nao sendo suficientemente 
sensivel para ser utilizado na ausencia de anemia. 
Ha um desejo natural de se utilizar as varias com- 
bina^oes possiveis de VCM e RDW para orientar 
a conduta medica para possiveis diagnostics; no 
entanto, tal pratica pode levar a erros e jamais 
deve tomar o lugar de investigates laboratoriais 
mais espedficas, incluindo a analise da lamina de 
sangue periferico. 

Mesmo nos casos em que o RDW e expresso 
da mesma maneira, os intervalos de referenda 
calculados para individuos saudaveis diferem 
quando realizados por analisadores de diferentes 
fabricantes e, algumas vezes, mesmo em diferen¬ 
tes modelos de um mesmo fabricante. Isso pode 
ser explicado pelo fato de os analisadores utiliza- 
rem diferentes algoritmos para analisar a distri¬ 
bute das celulas, os quais sao indispensaveis 
para eliminar valores extremos, normalmente de- 
vido a artefatos. 

Para tornar os resultados obtidos de diferentes 
analisadores comparaveis, o ICSH sugeriu um 
metodo estatistico para a analise da distribute 
do volume celular. Contudo, esse metodo nao tem 
produzido resultados e, dessa forma, qualquer 
considera^ao a respeito do uso clinico do RDW 
deve ser avaliada por meio de uma comparable 
com valores de referenda estabelecidos para cada 
modelo de analisador. 

:: FRAGMENTOS ERITROCITARIOS 

Os fragmentos eritrocitarios, tambem chamados 
de esquistocitos ou esquizocitos, sao eritrocitos 
fragmentados, form ados em decor rencia de um 
dano mecanico. Eles podem ser encontrados no 
sangue periferico de pacientes com varias doen<;as, 
como, por exemplo, doen^as cardiovasculares, val- 
vulas prosteticas, endocardites, microangiopatias e 
purpura trombotica. Nestas duas ultimas catego- 
rias, os esquistocitos precisam ser imediatamente 
identificados para um correto diagnostic e trata- 
mento, haja vista sua identifica<;ao e sua quantifica- 
bao representarem um importante criterio diag¬ 
nostic. A quantificabao dos esquistocitos tambem 
foi proposta para a defintao de um sistema de clas- 
sificabao e monitoramento de transplantes de celu¬ 
las tronco associados a microangiopatia. 

Os fragmentos eritrocitarios sao, em geral, 
avaliados pela microscopia optica, e as diferenbas 
observadas podem depender da falta de padroni- 
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za^ao da defini^ao morfologica de esquistocitos e 
da alta imprecisao em conta-los em virtude de sua 
baixa concentra^ao. Um coeficiente de varia^ao 
entre observadores de 50% foi descrito para uma 
concentrate) de esquistocitos de 10%. 

Tres analisadores hematologicos, o Advia 
2120 (Siemens®), XE-2100 e XE-5000 (Sysmex®) 
realizam a quantifica^ao direta dos fragmentos 
eritrocitarios e fornecem tal contagem como um 
parametro de pesquisa. O primeiro utiliza na 
quantificato o canal de eritrocitos e plaquetas, 
no qual os esquistocitos correspondem as particu- 
las com volume menor que 30 fL e com um indice 
de refra^ao maior que 1,4. Esse valor de indice de 
refra^ao possibilita a diferencia^ao dos esquistoci¬ 
tos das macroplaquetas, que utilizam o canal de 
reticulocitos, enquanto os esquistocitos sao consi- 
derados, no citograma, como os menores eventos 
com baixo conteudo de RNA (Figura 2.16). 

Em ambos os analisadores, os esquistocitos 
sao identificados somente com base no tamanho 
e no conteudo de hemoglobina, independente- 
mente da sua forma. Portanto, outras particulas, 
tais como eritrocitos pequenos ou mesmo frag¬ 
mentos de membrana, podem ser incluidos na 
contagem. Estudos publicados mostram uma boa 
correla^ao entre os metodos automatizados e os 
microscopicos. A imprecisao do metodo automa- 
tizado e menor que no metodo visual e e depen- 

dente da concentrate. 

A sensibilidade para o diagnostico de micro- 
angiopatias depende do limiar de corte seleciona- 
do e e excelente (entre 91,8-100%); entretanto, de 
acordo com o tipo de analisador, a especificidade 
e baixa (20-52,2%). 

Em considerato ao seu alto valor preditivo 
negativo, o metodo automatizado pode ser utiliza- 
do para triagem, quando clinicamente apropria- 
do. Contudo, e necessario, para os resultados po¬ 
sitives, um exame microscopico para confirmar a 
presen^a de esquistocitos. 

:: PARAMETROS DE VOLUME 

plaquetArio 

Os analisadores hematologicos fornecem a conta¬ 
gem de plaquetas e geram o volume plaquetario 
medio (VPM), o indice de variato do tamanho 
das plaquetas, conhecido como PDW (do ingles 
platelet distribution width), analogo ao RDW dos 
eritrocitos e o plaquetocrito (PCT), o qual indica a 
massa plaquetaria e e analogo ao hematocrito. 
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FIGURA 2.16 Demonstrate dos citogramas de 
obtengao de fragmentos eritrocitarios em 
analisadores Siemens® e Sysmex®. 


Fonte: Adaptada de Siemens Healthcare Diagnostics 26 e 
Briggs e colaboradores . 42 


Analisadores da marca Sysmex® fornecem, ainda, 
o P-LCR (platelet large cell ratio), que demonstra a 
propor^ao de plaquetas com volume superior a 12 
fL em rela^ao a contagem total de plaquetas, sen- 
do util na detect ao de macroplaquetas, plaquetas 
gigantes e agregados plaquetarios (Figura 2.17). 

Os parametros de volume plaquetario sao de- 
terminados por analisadores que utilizam o meto - 
do da impedancia ou o optico. De posse dos dados 
relativos ao tamanho plaquetario, e gerado um 
histograma, que e uma curva de distribui^ao da 
frequencia dos volumes plaquetarios encontrados. 
Trata-se de uma curva de Gauss com distribui^ao 
do tipo log normal, que e utilizada para deter- 
minar o volume medio das plaquetas, assim como 
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VPM 



FSGURA 2.17 Histograma de volumes 
plaquetarios e obtengao do VPM, PDW e P-LCR em 
analisadores Sysmex®. 


Fonte: Adaptada de Sysmex . 29 

a amplitude de distribuigao dos volumes plaque¬ 
tarios. O histograma de volume plaquetario e nor- 
malmente do tipo right skewed (tendenciosa para 
a direita), e variagoes dessa forma sao anormais. 43 

Nos analisadores Siemens® Advia 120/2120, o 
PDW e expresso como o coeficiente de variagao 
dos volumes, enquanto que nos Beckman Coul¬ 
ter®, o PDW equivale a uma relagao matematica 
que utiliza o desvio-padrao geometrico do tama- 
nho das plaquetas. }a nos analisadores hematolo- 
gicos da linha Sysmex®, o PDW e obtido no nivel 
de 20% de frequencia do histograma plaquetario e 
e expresso em fL. 

O PCT e calculado como o produto entre o 
VPM e a contagem de plaquetas e tern sido pro- 
posto como um indicador da massa das plaquetas. 
Nos contadores da linha Sysmex®, o PCT e deter- 
minado pelo numero de plaquetas que passam por 
um orificio, com volume e tempo pre-definidos, 
metodo conhecido como empilhamento virtual. 
Ja o VPM e calculado pelo quociente entre PCT e a 
contagem de plaquetas. 

Em individuos saudaveis, ha uma cor relagao 
nao linear e inversa entre VPM e a concentragao 
de plaquetas, sendo que o VPM tende a diminuir 
em individuos com altas contagens de plaquetas e 
a aumentar em contagens baixas. Essa relagao e tal 
que a massa plaquetaria, express a pelo plaqueto- 
crito (PCT - VPM x contagem de plaquetas), e 
relativamente constante dentro de um largo inter- 
valo de contagens de plaquetas, resultando em 
agoes hemostaticas equivalentes. Os valores de 
referenda do VPM deveriam, portanto, ser ex¬ 


presses em fungao da concentragao de plaquetas. 
Essa ampla dispersao dos valores normais limita o 
uso do VPM como um teste de triagem para con- 
digoes clinicas caracterizadas por valores extre- 
mos, tais como trombocitopenias hereditarias. 

Nas trombocitopenias adquiridas, um VPM au- 
mentado evidencia uma produgao aumentada das 
plaquetas e fungao megacariocitica normal como, 
por exemplo, purpura trombocitopenica imu- 
nologica e coagulagao intravascular disseminada, 
enquanto um VPM normal ou diminuido sugere um 
defeito na produgao de plaquetas como na aplasia 
medular, leucemias agudas e quimioterapia. 

O VPM tambem e util para monitorar a recu- 
peragao da concentragao de plaquetas nas trom¬ 
bocitopenias por ocorrer seu crescimento precoce 
quando a concentragao de plaquetas comega a au¬ 
mentar. Uma limitagao para isso seria o fato de va- 
rios analisadores hematologicos nao poderem, as 
vezes, fornecer o VPM nos casos de contagens de 
plaquetas extremamente baixas. 

Tern sido demonstrado que o tabagismo au- 
menta o VPM em idosos com fatores de risco para 
aterosclerose. Duas hipoteses tern sido sugeridas 
para explicar o aumento do VPM: a primeira seria 
um aumento na produgao de plaquetas grandes e 
hipergranulares pela medula ossea, enquanto na 
segunda ocorreria um aumento do consumo de 
plaquetas no local do infarto. Apesar de o VPM 
estar aumentado, ocorre uma redugao de macro- 
plaquetas no momento do infarto, sugerindo con¬ 
sumo de plaquetas maiores e hemostaticamente 
mais ativas. O tamanho das plaquetas e um mar- 
cador importante de morte por infarto do miocar- 
dio em homens. 44 Aumentos anormais no PDW e 
diminuigao na contagem de plaquetas podem ser 
caracteristicas de estados pre-tromboticos em 
doengas coronarianas. 

Grotto e Noronha 45 demonstraram que o P- 
-LCR aumentou significativamente em pacientes 
com hipercolesterolemia e/ou hipertrigliceride- 
mia quando comparados com grupos controles 
normais, sugerindo que plaquetas com diametro 
aumentado sao mais reativas e podem contribuir 
para eventos vaso-oclusivos em pacientes com 
dislipidemias. 

Em populagoes saudaveis, ha uma relagao di- 
reta entre VPM e PDW e essa relagao e mantida na 
purpura trombocitopenica idiopatica e na leuce- 
mia mieloide cronica, nas quais ambos estao 
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aumentados. Esse fato nao ocorre na anemia me- 
galoblastica ou durante quimioterapia, quando o 
VPM diminui com o aumento do PDW. Um VPM 
baixo, acompanhado por uma contagem de pla- 
quetas normal, alta ou baixa, e associado com 
doen^as que causam danos a medula ossea, como, 
por exemplo, quimioterapia citotoxica e supressao 
da medula devido a uma septicemia. 

O EDTA e o anticoagulante mais comumente 
utilizado para contagens celulares, mas altera a 
morfologia plaquetaria, mudando a forma eliptica 
nativa para a forma de esferas com pseudopodes, e 
essa mudan^a ocorre imediatamente apos a exposi- 
9&0 ao anticoagulante. O EDTA tambem promove 
um aumento da concentra^ao intracelular de AMP 
ciclico, alterando a permeabilidade da membrana 
citoplasmatica e induzindo intumescencia pro¬ 
gressiva e diminui^ao da densidade optica. Como 
consequencia, o VPM aumenta em fun^ao do 
tempo de coleta, quando determinado por impe- 
dancia, e diminui quando determinado por meto- 
do optico. De uma forma geral, o VPM pode au- 
mentar mais de 30% dentro dos primeiros 5 
minutos de expos^ao ao EDTA e aumentar mais 
10 a 15% nas 2 horas subsequentes. 

Como a metodologia tern um impacto signifi¬ 
cative sobre a determina^ao do VPM, e imperativo 
que o anticoagulante utilizado, o tempo decorrido 
da coleta ate a analise, a temperatura de arma- 
zenamento e a tecnologia empregada sejam espe- 
cificados nos laudos de hemograma. Quando es- 
sas variaveis laboratoriais sao padronizadas, 
estudos tern mostrado que o VPM e muito cons- 
tante em fun^ao do tempo, com um coeficiente de 
varia^ao menor que 4%. 

Valores fora dos limites normais sao indicati¬ 
ves de disturbios da trombopoiese. Porem, se me- 
todos nao padronizados sao empregados, a signi¬ 
ficance das altera^oes no VPM sao questionaveis, 
e qualquer rela^ao com estados patologicos pode 
ser obscura. 

:: CONTAGEM DE PLAQUETAS GIG ANTES 
E DE AGREGADOS PLAQUETARIOS 

O analisador hematologico Advia 120/2120 
(Siemens® Diagnostics) fornece a contagem de pla- 
quetas gigantes (LPLT, do ingles large platelets ), 
com volume superior a 20 fL. Essa contagem deri- 
va do citograma de dispersao de plaquetas e eri- 
trocitos com base nos valores de indice de refra- 
9 ao e volume, podendo estar aumentada em casos 


de leucemia mieloide cronica, quimioterapia, pos- 
-transplante de medula ossea e trombocitemia es¬ 
sential. Tais analisadores tambem realizam a con¬ 
tagem automatizada de agregados plaquetarios 
(PLT-CLM, do ingles platelet clumps ), a qual pode 
estar relacionada com pun^oes traumaticas e a in- 
da ser util na diferencia^ao entre pseudotrombo- 
citopenia induzida pelo EDTA e trombocitope- 
nias verdadeiras. 

:: PARAMETROS DE MASSA 
PLAQUETARIA 

Nos analisadores hematologicos Advia 120/2120 
(Siemens® Diagnostics), a contagem de plaquetas 
e realizadapor metodo optico que determina o ta¬ 
rn anho e o indice de refra^ao das plaquetas con- 
forme sao contadas. Com essas informa^oes, sao 
gerados os seguintes parametros: concentra^ao 
media dos componentes plaquetarios (MPC, do 
ingles mean platelet component ), expresso em g/dL, 
e a massa plaquetaria media (MPM, do ingles 
mean platelet mass), expressa em picogramas. 
Uma redu^ao no MPC pode ser utilizada para de- 
tectar ativa^ao plaquetaria na doen^a arterial co- 
ronariana, doen^a de Alzheimer, doen^as mielo- 
proliferativas e diabetes, bem como em situates 
em que a ativa^ao das plaquetas ocorre in vitro, 
devido as condi^oes da amostra no que se refere 
ao anticoagulante usado e as condi<; 6 es de estoca- 
gem. A determina^ao do MPC e MPM requer cui- 
dados que garantam que a ativa^ao das plaquetas 
nao seja alterada in vitro. 

:: PLAQUETAS RETICULADAS E 
fra^Ao DE PLAQUETAS IMATURAS 

As plaquetas recem-liberadas na circula^ao sao 
mais reativas que as plaquetas mais maduras e 
possuem maior conteudo de RNA. Devido a essa 
similaridade com os reticulocitos, elas sao chama- 
das de plaquetas reticuladas. O numero de plaque¬ 
tas reticuladas esta relacionado com o grau de 
trombopoiese: aumenta com o aumento da produ- 
9 ao e diminui quando a produ 9 ao declina. Com o 
uso da citometria de fluxo e corantes fluorescen- 
tes que se ligam ao RNA, o analisador hematologi¬ 
co Sysmex® XE-5000 conta as plaquetas reticula¬ 
das (Figura 2.18), e os valores de referenda 
public ados podem variar de menos de 3% a 20% 
do total de plaquetas . 46 
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FIGURA 2.18 Citograma que demostra a 
obtengao da contagem de plaquetas reticuladas ou 
imaturas (IPF) em analisadores Sysmex®. 


Fonte: Adaptada de Sysmex . 27 

Apesar de haver problemas relacionados a pa- 
dronizagao da contagem de plaquetas reticuladas, 
como, por exemplo, a falta de controles comer- 
ciais, ha um grande potencial para aplicagoes cli- 
nicas desse parametro para diagnostico e trata- 
mento. Ele pode ser utilizado para distinguir 
trombocitopenia, devido a destruigao das plaque¬ 
tas perifericas ou perda aguda de sangue, nas 
quais a porcentagem de plaquetas reticuladas esta 
aumentada, das formas com insuficiencia medu- 
lar, como, por exemplo, aplasia e quimioterapia 
citotoxica, nas quais a porcentagem nao e diferen- 
te daquelas das amostras normais. 

O aumento das plaquetas reticuladas pode ser 
um indicador precoce da destruigao plaquetaria 
em pacientes com purpura trombocitopenica 
imune ou purpura trombocitopenica trombotica. 
Apos segoes de quimioterapia, o aumento de pla- 
quetas reticuladas ocorre entre 1 e 3 dias antes do 
inicio da recuperagao da concentragao de plaque¬ 
tas no sangue periferico. Esse parametro tern de- 
monstrado ser mais util que o VPM em predizer 
recuperagao medular. No transplante alogenico 
de medula os sea, o aumento na fragao de plaque¬ 
tas imaturas precede o aumento na contagem total 
de plaquetas em 4 a 4,5 dias. O fato de as plaquetas 
reticuladas predizerem a regeneragao plaquetaria 
torna possivel reduzir transfusoes profilaticas de 
plaquetas em pacientes submetidos a transplante 
de medula ossea ou em quimioterapia. 


A falta de padronizagao e a necessidade de 
analisadores hematologicos especificos tern limi- 
tado esse teste a poucos laboratories. 42 O analisa- 
dor hematologico Sysmex® XE-5000 e capaz de 
contar plaquetas reticuladas no canal de reticulo- 
citos, indicando-as como porcentagem de plaque¬ 
tas imaturas. A determinagao desse parametro e 
estavel em amostras coletadas em EDTA a tempe- 
ratura ambiente por pelo menos 12 horas. A im- 
precisao e dependente da concentragao e situa-se 
entre 4,9% e 22%; ja os valores de referenda para 
adultos saudaveis estao entre 1% e 8%. 

:: parAmetros leucocitArios 

Os analisadores hematologicos Cell-Dyn 4000 e 
Cell-Dyn Sapphyre (Abbott® Diagnostics) realizam 
a contagem diferencial de leucocitos utilizando 
prindpio optico (MAPSS, do ingles multi angle 
polarized scatter separation ) e colora 9 ao fluores- 
cente. Nessa contagem, e fornecido um parametro 
chamado de fra 9 ao viavel de leucocitos (WVF, do 
ingles white blood cell viable fraction), que separa 
os leucocitos integros dos leucocitos nao viaveis, 
que estao velhos e degenerados. E um parametro 
util na identifica 9 ao de amostras envelhecidas que 
sao enviadas ao laboratorio, que podem ser libera- 
das com resultados duvidosos. Tambem se consti- 
tui um bom metodo para quantificar celulas apop- 
toticas, podendo ser util para predizer a resposta a 
quimioterapia e para avaliar o valor preditivo da 
indu 9 ao da apoptose in vitro antes de contar um 
proto colo de quimioterapia. 

Os modelos mais sofisticados de analisadores 
Coulter Counter® fornecem parametros posicio- 
nais dos leucocitos. Os dados posicionais definem 
cada popula 9 ao de leucocitos por meio de indices 
que indicam a media e o desvio-padrao do volu¬ 
me, da condutividade e do grau de dispersao da 
luz. Esses parametros tern sido uteis na formula- 
9 ao de regras para rastreamento de sepse, infec- 
9 oes virais, cancer metastatico cervical, mielodis- 
plasias, doen 9 as linfoproliferativas e malaria. 

Os analisadores XE-210G, XE-5000 e XT-4000i 
(Sysmex®) fornecem um parametro chamado 
NEUT-X (VR - 1212 - 1413; nao apresenta unida- 
de) e outro chamado NEUT-Y (VR - 401 - 439), 
que sao os valores medios da difra 9 ao da popula 9 ao 
de neutrofilos e que representa a estrutura interna 
destas celulas (Figura 2.19). Valores baixos de 
NEUT-X e NEUT-Y se correlacionam com hipo- 
granula 9 ao em neutrofilos e, quando considerados 









Fase analftica: analisadores hematologicos e novos parametros derivados da automa^ao 39 


conjuntamente com anemia, tornam-se altamente 
sugestivos de mielodisplasia. Em contrapartida, va- 
lores elevados de NEUT-X indicam alto conteudo 
de granulos nos neutrofilos e pode estar associado 
com estados infecciosos. 


Neutrofilos 

ji) 


NEUT-X 


FIGURA 2.19 Obten^ao de NEUT-X e NEUT-Y em 
analisadores Sysmex®. 


Fonte: Adaptada de Furundarena e colab oradores. 47 

Esses mesmos analisadores possuem a capaci- 
dade de separar os linfocitos com alta fluorescen- 
cia dos demais, os quais estao correlacionados 
com plasmocitos e linfocitos atipicos em amostras 
de sangue periferico e liquidos biologicos e com 
celulas mesoteliais em liquidos biologicos. 

Analisadores Siemens®, que utilizam reaqoes 
citoquimicas para auxiliar na contagem diferen- 
cial de leucocitos, fornecem informagoes sobre a 
atividade da enzima peroxidase, expressa como o 
indice medio de atividade da peroxidase (MPXI, 
do ingles mean peroxidase activity index). Um 
MPXI elevado tern sido observado em infecgdes 
bacterianas e virais como Aids, mielodisplasias, 
leucemias e anemia megaloblastic a. Ja um MPXI 
diminuido pode ocorrer em deficiencias heredita- 
rias e adquiridas da peroxidase dos neutrofilos. 

A maioria desses parametros leucocitarios 
somente e utilizada no laboratorio de hematolo- 
gia, como ferramenta avangada para alertar pos- 
siveis doengas especificas ou condigoes clinicas. 
Contudo, a evolugao das pesquisas em breve per- 
mitira a criagao de novos indicadores reportaveis 
de anormalidades. 
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FASE ANALlTICA 

ANALISE MORFOLOGICA DO SANGUE PERIFERICO 
E SUA CORRELACAO COM 0 HEMOGRAMA 




A analise de uma extensao de sangue devidamente confeccionada e bem corada, 
com o auxilio de um microscopio optico, e um dos exames mais eficientes para a 
avalia^ao e detec^ao de anormalidades dos componentes do sangue. A contagem 
de leucocitos e plaquetas pode ser estimada micro scopicamente para verifica^o 
do resultado fornecido pelo analisador hematologico, a contagem diferencial de 
leucocitos pode ser obtida e a morfologia das series vermelha e branca e das pla¬ 
quetas pode ser avaliada quanto a presen^a de altera^oes. Apesar dos avan^os da 
automa^ao no laboratorio de hematologia, ainda e necessaria a presen^a de pro- 
fissionais habilidosos e experientes para verificar sistematicamente as laminas 
selecionadas para revisao. Esse fato mantem a observa^ao microscopica de uma 
extensao sanguinea como o cerne da identifica^ao de anormalidades morfologi- 
cas do sangue. 1 


PREPARO DA EXTENSAO SANGUlNEA 


Para que se possa confeccionar uma extensao sanguinea adequada, o primeiro 
cuidado que se deve ter e com a qualidade da lamina que recebera a extensao. As 
laminas de vidro ideais geralmente medem 75 mm de comprimento, 25 mm de 
largura e aproximadamente 1 mm de espessura. Devem ser transparentes, planas 
e livres de distor^o es, ranhuras e ondula^oes. Laminas com as bordas chanfradas 
sao mais seguras que as com bordas quadradas. 2 O Quadro 3.1 mostra os tipos 
de laminas que podem ser utilizadas para a confec^ao da extensao sanguinea. 


QUADRO 3.1 Tipos de laminas utilizadas para a confecgao da extensao sanguinea 

LAMINAS NOVAS 

LAMINAS REUTILIZADAS 

LIMPAS 

SUJAS 


Quando as laminas novas sao adquiridas no comercio, podem vir limpas ou 
sujas. As limpas geralmente tern um peda^o de papel de seda entre cada uma 
delas, enquanto as sujas nao tern. As laminas novas limpas devem ser colocadas 
em etanol absoluto por um periodo minimo de 24 horas, com posterior secagem 
com pano limpo e armazenamento em caixas fechadas, e devem ser retiradas 
somente antes do uso. 

As laminas novas sujas devem ser imersas em solu^ao detergente de uso la- 
boratorial e, apos, devem ser enxaguadas em agua corrente. Enquanto a lamina 
esta sendo enxaguada, e possivel observar se estao desengorduradas; caso este- 
jam, a agua escoara como uma pelicula unica por toda a extensao da lamina. 
Posteriormente, as laminas sao colocadas em etanol absoluto por 24 horas e, 
apos esse tempo, devem ser secas com pano limpo e seco e armazenadas em 
caixas fechadas para serem abertas somente antes do uso imediato. Este procedi- 
mento minimiza a forma^ao de umidade. 
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As laminas que serao reutilizadas (laminas 
com extensao nao corada, laminas com extensao 
corada, com ou sem oleo de imersao) devem ser 
colocadas em solu^ao detergente neutra e de uso 
laboratorial, na concentra^ao determinada pelo 
fabricante, a quente (60 °C durante 30 minutos). 
Com uma esponja de lou^a macia, a extensao 
sanguinea deve ser retirada de cada l&mina; as le¬ 
mmas devem ser enxaguadas e colocadas no de¬ 
tergente a frio e deixadas por 30 minutos. Poste- 
riormente, devem ser lavadas em agua corrente; 
se a agua escoar como uma pellcula unica, signi- 
fica que esta desengordurada. Entao, deve-se co- 
locar as laminas em etanol absoluto por 24 horas 
e, em seguida, seca-las com pano limpo; igual- 
mente, as laminas devem ser colocadas em caixas 
fechadas para serem abertas antes do uso imedia- 
to. A manipula^ao das laminas deve ser feita sem- 
pre com luvas. 

Para minimizar os efeitos da distribu^ao das 
celulas, recomenda-se utilizar extensoras um 
pouco mais estreitas que a lamina de vidro, de 
mo do que as partes laterais da extensao nao se en- 
costem nas bordas da lamina de vidro. Na pratica, 
uma segunda lamina de vidro e frequentemente 
utilizada como extensora e esse procedimento e 
aceitavel desde que a extensora, tenha bordas ar- 
redondadas e chanfradas. Uma boa extensora 
contribui muito para que se forme a “prainha” no 
final da extensao. Extensoras podem ser prepara- 
das no proprio laboratorio e, para isso, deve-se 
utilizar laminas novas e lixar suas bordas com lixa 
d’agua levemente molhada. As extensoras tam- 
bem podem ser adquiridas comercialmente, in¬ 
clusive as de acrilico, que fornecem excelentes re- 
sultados. Caso a extensora tenha ranhuras na 
borda, o final da extensao terminara em prolon- 
gamentos tipo franja, o que dificulta a contagem 
diferencial. O documento H20-A2 do Clinical 
and Laboratory Standards Institute (CLSI) 3 des- 
creve os requisites minimos para se obter exten¬ 
soes sanguineas aceitaveis. Recomenda-se que ela 
tenha um comprimento de 2,5 a 4 cm, terminando 
a pelo menos 1 cm do final da lamina de vidro. 3 O 
Quadro 3.2 descreve os fatores que influenciam 
na qualidade das extensoes sanguineas. 

O volume de sangue utilizado deve permitir 
uma confec^ao de uma extensao com espessura e 
comprimento adequados. Quanto maior a quanti- 
dade de sangue a ser estendida, mais grossa ficara a 
extensao e quanto menor a quantidade, mais fina. 


A gota de sangue deve ficar em uma posiqtao de 
aproximadamente 1 cm de um dos lados da lami¬ 
na. A lamina extensora deve ser colocada na frente 
do sangue; posteriormente, puxa-se a extensora 
para tras e ess a deve estar com toda a sua superfi- 
cie encostada na lamina. Quando a extensora to- 
car o sangue, deve-se esperar que ele se espalhe 
por capilaridade por toda a superficie de contato 
da extensora. Caso a distribu^ao do sangue nao 
esteja igual por toda a extensora, deve-se, com um 
movimento delicado e sem levantar a extensora, 
move-la para o lado esquerdo e o direito, para que 
o sangue se distribua uniformemente. 4 Quando 
essa situa^ao for atingida, o movimento de exten¬ 
sao deve ser executado conforme Figura 3.1. 


QUADRO 3.2 Fatores que influenciam na 
qualidade das extens5es sanguineas 


■ Volume de sangue 

■ Posi£ao em que e colocada a gota de sangue 

■ Qualidade da extensora 

■ Velocidade do movimento com a extensora 

■ Angulo formado entre a extensora e a lamina 

■ Suavidade e uniformidade no movimento 

■ Condi^des do paciente 


A B C D 



FIGURA 3.1 Procedimento de confecgao de 
extensoes sanguineas. 


A, coiocar gota de sangue total na extremidade de uma lamina de 
vidro; B, posicionara borda de uma extensora, mantida a um angulo 
entre 30 e 45°, sobre a gota de sangue ate que ela se disperse por 
capilaridade; C, posicfonar a lamina em uma superficie plana ou se- 
gurar com as maos e deslocar a extensora rapida e uniformemente 
para a outra extremidade da lamina; D, a extensao sanguinea deve 
ter uma borda fina, em [inha reta ou levemente arredondada. 

A velocidade do movimento determina o com¬ 
primento da extensao: quanto mais rapida, mais 
curta ficara a extensao e vice-versa. O angulo for¬ 
mado entre a extensora e a lamina que recebera a 
extensao influencia tambem o comprimento da ex¬ 
tensao: quanto menor, mais comprida e vice-versa. 
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A suavidade e a uniformidade no movimento de- 
terminam a qualidade da extensao; quando se im- 
prime muita for 9 a, a extensora vai parando ao 
longo da extensao. As cond^oes do paciente que 
influenciam no prepare e na qualidade das exten¬ 
soes sao: anemia, policitemia, sangue de cordao, 
agregados plaquetarios, crioaglutininas, anticor- 
pos contra os eritrocitos na anemia hemolitica au- 
toimune, forma^ao intensa de rouleaux eritrocita- 
rio e amostra de recem-nascidos. Todos esses itens 
devem ser levados em conta quando se esta fazen- 
do extensoes sanguineas. Em uma extensao san¬ 
guine a bem feita, as celulas se distribuem rando- 
micamente (ao acaso) e ao longo da mesma, 
conforme o seu tamanho. As celulas maiores, 
como neutrofilos e monocitos, tendem a ficar 
mais nas bordas da extensao e as menores, como 
os linfocitos, mais ao centro. Extensoes malfeitas 
interferem na distribui^ao ao acaso das celulas e 
podem levar a erros nos resultados das contagens 
diferenciais e na avalia^ao morfologica das celulas 
sanguineas. 2 ’ 5 " 7 

O ideal e que a extensao sanguinea seja con- 
feccionada no momento da coleta e sem anticoa- 
gulante, mas bons resultados sao obtidos com 
amostras em EDTA (acido etilenodiaminotetra- 
cetico, do ingles ethylenediamine tetraacetic acid) 
e preparadas dentro de 2 a 4 horas. Ocorrem alte- 
ra^oes morfologicas significativas decorrentes do 
tempo e temperatura de armazenamento das ex¬ 
tensoes que dificultam o reconhecimento da 
morfologia celular. As amostras em EDTA devem 
ser sempre homogeneizadas apos o armazena¬ 
mento prolongado por um minimo de 20 inver- 
soes completas de 180° ou homogeneizadas du¬ 
rante 5 minutos. 

Para a avalia^ao plaquetaria em lamina, e pre- 
ferivel a extensao com anticoagulante, porque o 
EDTA evita a agrega^ao plaquetaria. Desse modo, 
as plaquetas distribuem-se isoladamente. Caso as 
extensoes sanguineas nao sejam coradas no mes- 
mo dia ou forem enviadas pelo correio para anali¬ 
se de outrem, o ideal e que elas sejam fixadas, e o 
melhor fixador e o alcool metilico. A fixa^ao e 
feita colocando-se o metanol (em torno de 2,0 mL) 
sobre a lamina durante 3 minutos seguidos de se- 
cagem ao ar. 

As extensoes sanguineas tambem podem ser 
confeccionadas de modo automatizado com o era- 
prego dos equipamentos extensores/coradores de 
laminas. Os principals modelos existentes funcio- 


nam acoplados aos analisadores hematologicos. 
Como exemplos, temos o SP-lOOOi Automated He¬ 
matology Slide Preparation Unit (Sysmex®, Japao), 
o Advia® AutoSlide Slide Maker Stainer (Siemens® 
Diagnostics, EUA) e o ABX SPS Evolution Slide 
Maker Stainer (Horiba Medical®, Franca). A auto- 
ma^ao do prepare de extensoes sanguineas possui 
vantagens em rela^ao ao metodo manual em vir- 
tude da possibilidade de padroniza^ao do proces- 
so de confec^ao, de acordo com as preferencias do 
laboratorio. 8 Pode-se padronizar o volume de san¬ 
gue depositado na lamina, o tempo que a extenso¬ 
ra encosta no sangue para que ocorra o espalha- 
mento por capilaridade, a pressao da extensora 
sobre a lamina, o angulo e a velocidade do movi¬ 
mento de extensao, inclusive baseados no volume 
globular do paciente. Esse processo contribui para 
que as celulas sejam espalhadas da maneira mais 
aleatoria possfvel, colaborando para uma maior 
manutenq;ao da aparencia morfologica. Todos es¬ 
ses fatores contribuem para diminuir o coeficien- 
te de variai^ao das contagens diferenciais manuais 
de leucocitos quando comparadas com as conta¬ 
gens diferenciais automatizadas. Outre fato im- 
portante e que a area de trabalho das laminas con¬ 
feccionadas de modo automatizado sao maiores 
que as confeccionadas manualmente, facilitando 
o reconhecimento das celulas e aumentando a ve¬ 
locidade das contagens manuais, sobretudo, em 
situa^ao com baixas contagens de leucocitos. 9 ’ 10 



Em 1879, o medico alemao Paul Ehrlich foi quern, 
pela primeira vez, utilizou os corantes derivados da 
anilina para corar celulas sanguineas. Classificou- 
-os como acidos, basicos e neutros, e as combina- 
9 oes desses corantes se tornaram a base para as co- 
lora^oes de Romanowsky, Giemsa, Wright e 
May-Griinwald. Dimitri Leonidovich Romanowsky 
modificou atecnica de Ehrlich usando uma mistura 
aquosa de eosina Y e azul de metileno oxidado e, a 
partir de entao, todas as outras colora^oes desenvol- 
vidas receberam a denomina^ao de “derivadas de 
Romanowsky”. Por essa solu^ao aquosa inicialmen- 
te desenvolvida nao ser estavel, James Homer 
Wright introduziu o uso do metanol como solvente 
e fixador previo da colora^ao. Gustav Giemsa pa- 
dronizou as solut^oes corantes e adicionou glicerol 
para aumentar sua solubilidade e estabilidade. Ri¬ 
chard May e Ludwig Griinwald usaram solu^oes 
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saturadas para aumentar a intensidade de Colora¬ 
do das celulas. Atualmente, as extensoes de san- 
gue periferico coradas com Wright ou May- 
-Griinwald Giemsa sao as mais utilizadas no 
Brasil, sobretudo, por exibirem inigualavel beleza 
e poder de discriminado has formas e cores das 
celulas sanguineas. 11-13 

Os corantes de Romanowsky sao misturas de 
sais acidos (eosina) e sais basicos (azul de metile- 
no e produtos derivados da oxida<;ao do azul de 
metileno, como os azures de metileno). A eosina- 
-azul de metileno tern afinidade por estruturas 
celulares citoplasmaticas acidas ou basic as, e os 
corantes eosina-azur-azul de metileno apresen- 
tam afinidade por componentes citoplasmaticos e 
nucleares. Os corantes hematologicos podem ser 
divididos em corantes tradicionais e corantes ra- 
pidos. O Quadro 3.3 mostra os tipos de corantes 
hematologicos. 


QUADRO 3.3 T 

ipos de corantes hematologicos 


%■ 

■ ~t iiiii r ~~r 


■ May-Grunwald Giemsa 

■ Wright 

■ Leishman 

■ Baseados no metodode 

Field 


:: COLORAQAO PELO METODO 
DE MAY-GRUNWALD GIEMSA 

Preparo dos reagentes 

MAY-GRUNWALD - E uma mistura de eosina e 
azul de metileno (nao oxidados), que quimicamen- 
te se transforma em eosinato de azul de metileno. 

Dissolve-se 0,3 gramas do sal em 100 ml de 
metanol. Deixa-se o corante “envelhecer” em local 
fresco e escuro, em frasco ambar durante 7 dias, 
homogeneizando-o diariamente. Apos esse tem¬ 
po, o corante esta pronto para uso. 

GIEMSA - E uma mistura de azur II (mistura 
equimolar de azul I e azul de metileno) e eosinato 
de azur II (corante formado pela combina^ao 
equimolar de azur I, azul de metileno e eosina 
amarelada). 

Dissolve-se 1 grama do sal em 66 mL de glice- 
rol, deixa-se em banho-maria a 56 °C, durante 2 
horas, homogeneizando-o periodicamente com 
auxilio de um bastao de vidro. Apos esse tempo, 
deixa-se a solu^ao adquirir a temperatura ambien- 
te e adiciona-se 66 mL de metanol. Coloca-se a 
solu^ao corante em frasco ambar, deixa-se em lo¬ 
cal fresco e escuro durante 7 dias e, neste periodo, 


homogeneiza-se o corante diariamente. Filtra-se 
antes do uso. Essa e uma solu^ao estoque e, para o 
uso, o corante deve ser diluido do seguinte modo: 
1 gota do corante estoque concentrado para cada 
mL de agua ou solu^ao tampao. Para corar lami- 
nas de liquidos biologicos, incluindo liquor, reco- 
menda-se diluir 2 gotas do corante concentrado 
para cada mL de agua ou solu^ao tampao. 

Solu^ao tampao ou agua 

Quando se utiliza solu^ao tampao, esta deve ser 
composta de uma mistura de fosfatos. O tampao 
fosfato pode ser preparado com KH 2 P0 4 e Na 2 H- 
P0 4 na concentrado de 0,067M, ou seja, prepa- 
ram-se duas solu^oes aquosas, a primeira com 9,1 
g/L de KH 2 P0 4 e a segunda com 9,5 g/L de Na 2 H- 
P0 4 . Para se obter o pH desejado, as duas solu- 
^oes devem ser misturadas do modo indicado na 
Tabela 3.1. 


TABELA 3.1 Composi$ao da solu^o tampao 
para dtversos pH 

pH 

KH 2 P0 4 (mL) 

NA 2 HP0 4 (mL) 

5,2 

98,2 

1,8 

6,4 

73,0 

27,0 

6,8 

50,8 

49,2 

7,2 

1 28,0 

72,0 


Outra op^ao de preparo de tampao e utilizar 
a formula descrita na Tabela 3.2. A azida sodica 
e um conservante do tampao. Caso nao haja pos- 
sibilidade de preparo de uma solu^ao tampao, 
pode-se utilizar agua de torneira, agua recem- 
-deionizada ou fazer uma mistura de % de agua 
de torneira com 14 de agua recem-deionizada (o 
pH deve ser medido e corrigido). Em laborato- 
rios que tenham agua obtida por osmose reversa, 
a mesma pode ser utilizada e, em geral, a Colora¬ 
do fica com boa qualidade. Pode-se utilizar ain- 
da agua mineral comercial que tenha no rotulo o 
valor do pH. 


TABELA 3.2 Opdo alternativa de preparo do 
tampao pH 6,8 


Na 2 HP0 4 

1,0 g 

kh 2 po 4 

1,2 g 

Azida sodica 

0,5 g 

Agua deionizada q.s.p. 

1.000 mL 
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Tecnica de Colorado 

I Sobre a lamina, colocar 2 mL do corante de 
May-Griinwald. Deixar entre 3 e 4 minutos. 
Sem retirar o May-Griinwald, adicionar 2 
mL de solu<;ao tampao ou agua sem derra- 
mar o corante. Deixar 1 minuto. 

Desprezar a solu^ao corante-tampao ou agua. 
Adicionar 2 mL do corante de Giemsa (dilui- 
do para uso). Deixar entre 15 a 20 minutos. 
Lavar a l&mina em agua corrente, limpar a 
parte de tras para retirar restos de corante. 
Deixar secar ao ar e entao a lamina estara 
pronta para a leitura. 

Comentarios 

Quando o May-Griinwald e colocado sobre a la¬ 
mina, ele faz a fixa^ao da extensao; por essa razao 
o tempo do corante e critico. O May-Griinwald e 
solubilizado em metanol que, com o passar do 
tempo, evapora, fazendo com que o corante preci- 
pite. Quando a solu^ao tampao ou a agua sao colo- 
cadas sobre o May-Griinwald, ha uma inversao da 
fase alcoolica para a aquosa, ressaltando aspectos 
da colora^ao e ambientando a lamina para receber 
o Giemsa em solu^ao aquosa. O tempo tambem e 
critico porque ocorre precipita^ao do corante na 
inversao da fase. 

Os corantes acidos (eosina) tem afinidade por 
estruturas celulares basicas, e os basicos (azul e 
azures de metileno), por estruturas celulares aci- 
das. O pH da solu^ao tampao ou agua e muito im- 
portante. Em pH neutro, os corantes atuam na 
estrutura celular pel a qual tem afinidade. Quando 
o pH esta acido, ha favorecimento da a^ao da eosi¬ 
na, e a colora 9 &o torna-se avermelhada, depen- 
dendo da acidez da solu<;ao tampao ou agua. Em 
pH alcalino, a Colorado torna-se basofilica, com 
intensidade de azul proporcional ao aumento do 
pH. O corante de Giemsa, por ser diluido em solu- 
9 ao tampao ou agua, tambem sofre influencia do 
pH, mas o tempo da Colorado nao e critico. Am- 
bos os corantes de May-Griinwald e Giemsa pos- 
suem afinidade distintas pelas estruturas citoplas- 
maticas e nucleares. 

A Colorado com o May-Griinwald Giemsa 
pode ser feita em cubas e berijos. Na primeira 
cuba, coloca-se o corante de May-Griinwald, na 
segunda uma mistura de May-Griinwald e agua 
ou tampao em quantidades iguais e, na terceira, o 
corante de Giemsa (diluido para uso). Geral men - 
te, o Giemsa diluido deve ser trocado em interva¬ 
ls de 4 horas, pois, com o passar do tempo, essa 


solui^ao perde a estabilidade e pode produzir lami- 
nas com fraca intensidade de Colorado. O May- 
-Griinwald pode ser somente completado, desde 
que seja sempre mantido em recipiente fechado 
para evitar a evapora^ao do metanol. 

O May-Griinwald e o Giemsa podem ser pre¬ 
parados em um unico corante, chamado de coran¬ 
te de Rosenfeld, 14 preparado com 1,1 grama do 
May-Griinwald e 2 gramas do Giemsa diluidos em 
1.350 mL de metanol. A tecnica de colora^ao e a 
mesma utilizada para os corantes de Leishman e 
Wright. Os cuidados com a agua ou tampao utili- 
zados sao os mesmos que os descritos para a tecni¬ 
ca de May-Griinwald Giemsa. 

:: COLORADO PELO METODO DE WRIGHT 
Preparo dos reagentes 

WRIGHT - E uma mistura dos derivados do azul 
de metileno com sais de eosina-azul de metileno. 

Dissolve-se 3 gramas do corante em 100 mL 
de glicerol. Apos a dissolu^ao, completa-se o volu¬ 
me da sohiqao para 1.000 mL com metanol. Dei- 
xa-se o corante “envelhecer” em frasco ambar, em 
local escuro e fresco durante 7 dias, homogenei- 
zando-o diariamente. 

Tecnica de coloraqao 

1 Sobre a lamina, colocar o corante de Wright, 
cobrindo-a totalmente. Em geral, sao ne- 
cessarios 2 mL do corante. Deixar entre 3 e 
4 minutos. 

Sem retirar o Wright, adicionar igual quan- 
tidade de solu^ao tampao ou agua sem der- 
ramar o corante. Deixar de 10 a 15 minutos. 
Lavar a lamina em agua corrente, limpan- 
do a parte de tras, para retirar restos de co¬ 
rante. Deixar secar ao ar e entao a lamina 
estara pronta para a leitura. 

Comentarios 

O tempo que o corante fica sobre a lamina e o 
tempo da mistura corante-solu^ao-tampao ou 
agua devem ser estabelecidos pelo profissional 
que realiza a contagem diferencial. Os tempos aci- 
ma foram sugeridos, pois, de um modo geral, sao 
os mais utilizados na rotina laboratorial. Todos os 
aspectos relacionados com a sokiqao tampao ou 
agua que foram descritos para o corante de May- 
-Griinwald Giemsa sao validos para o corante de 
Wright. A colora^ao pelo corante de Wright tam¬ 
bem pode ser feita em cuba: na primeira, coloca-se 
o corante de Wright e, na segunda, uma mistura 
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em partes iguais de corante e agua ou tampao. O 
laboratorio deve estabelecer o tempo em que as 
solu^oes devem ser trocadas. 

:: COLORADO PELO METODO DE LEI5HMAN 
Prepare dos reagentes 

LEISHMAN - E uma mistura dos derivados do azul 
de metileno com sais de eosina-azul de metileno. 

Dissolve-se 0,2 gramas do corante de Leishman 
em 100 mL de metanol. Deixa-se o corante “enve- 
lhecer” em frasco ambar, em local escuro e fresco 
durante 7 dias, homogeneizando-o diariamente. 

Tecnica de coloraqao 

Sobre a lamina, colocar o corante de Leish¬ 
man, cobrindo-a totalmente. Em geral, sao 
necessarios 2 mL do corante. Deixar entre 
3 e 4 minutos. 

Sem retirar o Leishman, adicionar igual 
quantidade de solu^ao tampao ou agua 
sem derramar o corante. Deixar de 10 a 15 
minutos. 

Lavar a lamina em agua corrente, limpan- 
do a parte de tras, para retirar restos de co¬ 
rante. Deixar secar ao ar e entao a lamina 
estara pronta para a leitura. 

Comentarios 

O tempo que o corante fica sobre a lamina e o 
tempo da mistura corante-solu^ao-tampao ou 
agua devem ser estabelecidos pelo profissional 
que realiza a contagem diferencial. Os tempos aci- 
ma foram sugeridos, pois, de um mo do geral, sao 
os mais utilizados na rotina laboratorial. Todos os 
aspectos relacionados com a solu^ao-tampao ou 
agua que foram descritos para a colora^ao de 
May-Griinwald Giemsa sao validos para o corante 
de Leishman. A colora^ao pelo corante de Leish¬ 
man tambem pode ser feita em cuba: na primeira, 
coloca-se o corante de Leishman e, na segunda, 
uma mistura em partes iguais de corante e agua 
ou tampao. O laboratorio deve estabelecer o tem¬ 
po em que as soloes devem ser trocadas. 

:: CORANTES RAPIDOS 

Os corantes rapidos sao baseados no metodo de 
Field , 5 que tinha como objetivo fazer uma colora- 
9&0 rapida nas prepara^oes de gota espessa para a 
pesquisa do Plasmodium spp. Esses corantes fo¬ 
ram adaptados para a colora^ao de extensoes san- 
guineas, sendo compostos de tres corantes: o co¬ 
rante lea base de metanol e tern a finalidade de 
fixar as extensoes; o corante 2 e a base de eosina e 


tern a finalidade de fazer a colora^ao citoplasmati- 
ca; e o corante 3, a base de azul de metileno ou dos 
azures de metileno, tern a finalidade de fazer a Co¬ 
lorado de estruturas nucleares. 

A Colorado rapida tern sido muito usada pela 
dificuldade de se obter uma agua adequada para a 
colora^ao com os corantes tradicionais, pois o co¬ 
rante rapido nao depende do pH da agua. Outro 
motivo para o uso da colora^ao rapida e o tempo. 
Os corantes tradicionais levam, em media, de 15 a 
20 minutos para a colora^ao de uma lamina; ja na 
Colorado rapida, o tempo nao ultrapassa 1 minu- 
to. Uma situa^ao bastante comum e aquela em que 
se coram as laminas executando mergulhos nas 
solu^oes corantes sem que haja marca<;ao do tem¬ 
po. Para uma colora^ao adequada, deve haver 
marca^ao de tempo, e a sugestao que se faz e que a 
colora^ao seja realizada em cubas e que a solu^ao 
corante cubra todas as laminas. 

O que deve ser entendido a respeito dos coran¬ 
tes rapidos e que eles sao limitados quanto a capa- 
cidade de fornecer informa^oes mais detalhadas 
sobre a disposi^ao da cromatina e de revelar deta- 
Ihes de estruturas citoplasmaticas e nucleares. A 
colora^ao rapida pode ser bastante adequada, des- 
de que seja realizada com rigor tecnico. Os labora¬ 
tories podem utilizar a colora^ao rapida em mui- 
tas situates. Contudo, quando na extensao 
sanguinea houver a presen^a de celulas jovens ou 
altera 9 oes morfologicas, as laminas devem ser 
sempre coradas com corantes tradicionais para 
confirma^ao de tais altera^oes. 

Tecnica de coloragao 

Colocar o ber^o com as laminas no corante 1 
e deixar por 10 segundos. Durante esse tem¬ 
po, nenhum movimento deve ser executado. 
Retirar o ber^o do corante 1 e deixar escor- 
rer por 5 segundos. 

Colocar o ber^o no corante 2 e deixar por 
10 segundos. Durante esse tempo, nenhum 
movimento deve ser executado. 

Retirar o ber 90 do corante 2 e deixar escor- 
rer por 5 segundos. 

Colocar o ber 90 no corante 3 e deixar por 
20 segundos. Durante esse tempo, nenhum 
movimento deve ser executado. 

Retirar o ber 90 do corante 3, deixar escorrer 
por 5 segundos e lavar em agua corrente. 
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Comentarios 

O tempo de coloragao deve ser padronizado e cro- 
nometrado para que todas as laminas tenham a 
mesma qualidade de coloragao, nao importando 
quem as core. Quando o tempo nao e marcado, nao 
ha padronizagao da coloragao no lab oratorio. Os 
tempos podem ser modificados conforme a prefe¬ 
rence tintorial, mas uma vez estabelecido o tempo 
ideal para o lab oratorio, esse deve ser seguido por 
todos. O corante lea base de metanol e possui a 
fungao de fixar as laminas, mas cuidados devem 
ser tornados para que nao evapore. O corante 2 e o 
3, diferentemente do corante 1, nao devem ser com- 
pletados e sim trocados, e o laboratorio deve esta- 
belecer o tempo em que as solugoes 2 e 3 devem ser 
trocadas, o que varia em fungao do numero de la¬ 
minas coradas diariamente. O corante 3 pode for- 
mar um sedimento no fundo do frasco e, por esse 
motivo, e aconselhavel que, antes de colocar o co¬ 
rante na Cuba, ele seja homogeneizado. Antes de se 
iniciar a coloragao, o corante 3, que esta na cuba, 
tambem deve ser homogeneizado com auxflio de 
um bastao de vidro. Para coloragoes (corantes tra- 
dicionais ou rapidos) realizadas com cuba e bergo, 
antes de se iniciar a coloragao, o bergo deve estar 
completamente seco; caso nao esteja, os eritrocitos 
podem sofrer crenagoes e ate hemolise. 


REQUISITOS PARA UMA 
COLORACAO ADEQUADA 


Aperfeigoamentos tecnologicos da industria quimi- 
ca aumentaram a disponibilidade de cor antes co- 
merciais hematologicos, do tipo Romanowsky, de 
boa qualidade. Ainda assim, existem no mercado 
corantes hematologicos com consideravel variagao 
em sua composigao qulmica, estabilidade e reativi- 
dade, cabendo aos profissionais do laboratorio iden- 
tificar bons corantes, comparar marcas, conside- 
rando o equilibrio entre custo e qualidade, bem 
como padronizar os procedimentos de coloragao de 
rotina e controlar a qualidade dos mesmos. O docu- 
mento H32-P do National Committee for Clinical 
Laboratory Standards (NCCLS) propoe uma padro¬ 
nizagao para as coloragoes hematologicas de Roma¬ 
nowsky com o emprego de sais com elevado grau de 
pureza. 15 Os resultados sao muito satisfatorios, mas 
em fungao do elevado custo, a implantagao torna-se 
impossibilitada na maioria dos lab oratorios. 

O controle de qualidade dos corantes hemato¬ 
logicos caminha lado a lado com o controle de 


qualidade da confecgao das extensoes, haja vista 
ess a ultima impactar diretamente sobre a quali¬ 
dade das coloragoes. Portanto, somente partindo- 
-se do pressuposto que uma extensao foi devida- 
mente confeccionada, preferencialmente seguin- 
do as diretrizes do documento H20-A2 do CLSI, 3 
e que as conjecturas relativas a qualidade da colo¬ 
ragao serao validas em termos de requisitos mini- 
mos para aceitabilidade. A qualidade das colora¬ 
goes e um componente fundamental para que 
uma lamina seja satisfatoria para a analise mi- 
croscopica visual. 

Em locais que realizam as coloragoes hemato¬ 
logicas de maneira manual, os profissionais en- 
volvidos devem ter o devido treinamento e, quan¬ 
do necessario, reciclagem e educagao continuada 
devem ser ofertadas a equipe para garantir quali¬ 
dade e consistencia suficiente no preparo e na co¬ 
loragao das extensoes sangulneas. Em ambientes 
automatizados e semiautomatizados, a equipe la- 
boratorial deve ser devidamente treinada para 
operar os equipamentos, e os registros das manu- 
tengoes dos mesmos devem ser utilizados e atuali- 
zados diariamente. 16 

Os melhores resultados em relagao a colora¬ 
gao sao obtidos em extensoes recem-confecciona- 
das, em virtude de o sangue fresco agir como um 
tampao no processo de coloragao. Extensoes cora¬ 
das apos uma semana ou mais adquirem colora¬ 
gao azulada intensa. 

Uma vez que os corantes e tampoes sao sele- 
cionados, o laboratorio determina os tempos ide- 
ais, segundo suas exigencias, para que seja produ- 
zida uma coloragao desejavel para as plaquetas, 
eritrocitos e leucocitos. Geralmente, e de comum 
acordo que uma extensao sangulnea bem corada 
mostre eritrocitos com tonalidade rosa salmao, 
linfocitos e neutrofilos com nucleo com coloragao 
purpura intensa e monocitos com nucleos corados 
em purpura mais leve. As plaquetas devem apre- 
sentar coloragao purpura intensa, e os granulos 
plaquetarios devem ser visualizados. O citoplas- 
ma dos leucocitos deve estar corado da seguinte 
forma: neutrofilos com coloragao rosa claro com 
granulos secundarios na cor lilas, monocitos com 
coloragao azul acinzentado com granulos finos e 
avermelhados e linfocitos com citoplasma apre- 
sentando varios tons de azul. Os granulos azurofi- 
los dos linfocitos e dos monocitos devem ser visu¬ 
alizados perante a basofilia citoplasmatica que os 
circundam, e isso constitui um bom indicador da 
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qualidade da colora^ao. Os citoplasmas dos eosi- 
nofilos e dos basofilos tambem sao bons marcado- 
res da qualidade da colora^ao, porque os primei- 
ros tem afinidade por corantes acidos, e os 
basofilos, por corantes basicos. As granulates 
secundarias dos eosinofilos devem se corar em la- 
ranja vivo e a dos basofilos em preto. 5 

Tambem e imperativo que uma colora^ao he- 
matologica de qualidade core adequadamente as 
inclusdes celulares caracteristicas dos eritrocitos e 
dos leucocitos que sao encontradas em determina- 
dos estados patologicos para alertar o profissional 
do laboratorio no sentido de realizar uma revisao 
mais aprofundada da lamina do paciente em ques- 
tao e, ate mesmo, para consultar o historico de 
resultados anteriores. 

Sugere-se que, diariamente, assim que a bate- 
ria de colora^ao seja preparada, duas extensoes 
sanguineas sejam coradas e avaliadas, conforme 
as informates descritas acima, para entao vali- 
dar o inicio da rotina normal. O processo de im- 
plementa^ao e otimiza^ao da colorato pode levar 
dias para ser ajustado as necessidades do laborato¬ 
rio, e as variaveis chave que possuem efeito mar- 
cante nesse processo sao: escolha do corante e 
tampao, tempo de colora^an para os corantes e o 
tampao, pH da agua de lavagem, limpeza das la- 
minas e, conforme o caso, dos cassetes dos cora- 
dores automatizados e, principalmente, obten^ao 
de consenso entre os profissionais do laboratorio 
sobre a qualidade a ser alcan^ada pelo processo de 
Coloradan. 8 ’ 17 O Quadro 3.4 mostra situates que 
favorecem a Colorado acida e a basica. 


QUADRO 3.4 Situates que favorecem as 
cobrates acidas e basicas 



■ pH da agua ou tampao abaixo de 6,8-6,4 

■ Tempo de Colorado nao esta correto (insuficiente) 

■ Colorado hematologica proxima ou na mesma cuba que a 
Colorado bacterioiogica 

■ Agua de lavagem acida 

■ Amostra heparinizada 



■ pH da agua ou tampao acima de 6,4-6,8 

■ Tempo de coloragao nao esta correto (prolongado) 

■ Agua de lavagem basica 

■ Extensoes "velhas" 

■ Presen^a de grandes quantidades de imunogfobulinas 


ARTEFATOS DO PREPAR0 
DE EXTENSdES SANGUlNEAS 


Os artefatos decorrentes do preparo das exten¬ 
soes, tanto manuais como automatizadas, podem 
ocorrer devido a falhas tecnicas na confec^ao da 
extensao, secagem lenta em condit^s de umida- 
de, fixa^ao insuficiente ou tardia e contaminate 
dos fixadores e corantes com agua. Alguns tipos 
celulares podem ser danificados no preparo da ex¬ 
tensao, especialmente os linfocitos da leucemia 
linfocftica cronica (LLC) e os blastos das leuce- 
mias agudas. 18 A Tabela 3.3 mostra as situates 
mais comuns que provocam artefatos no preparo 
das extensoes e faz recomenda^oes para a corre¬ 
to do problema. 


AVALIACAO DA LAMINA 


:: AVALIAQAO MACROSCOPICA 

A avaliato macroscopica da lamina pode forne- 
cer indicatives da altera<;ao que sera observada na 
microscopia ou do resultado da contagem a ser 
verificada. Uma extensao de sangue que e mais 
azulada que o normal pode sugerir a presen^a de 
determinadas proteinas no plasma, como no mie- 
loma multiplo, e o rouleaux pode ser visto na mi¬ 
croscopia. Uma extensao com aparencia granular 
pode indicar presen^a de aglutina^ao eritrocita- 
ria, evidenciando a present^a de crioaglutininas. 
Buracos na extensao podem significar que o pa¬ 
ciente tem hiperlipidemia e que os parametros de 
serie vermelha devem ser revisados quanto a pos- 
sivel interference dalipemia. Contagens de leuco¬ 
citos e de plaquetas extremamente altas podem ser 
detectadas por meio de presen^a de pontinhos 
azuis nos arredores da cauda da extensao. Exten¬ 
soes extremamente finas e com tonalidade clara 
podem sugerir uma amostra anemica. Portanto, 
valiosas observances podem ser obtidas antes da 
analise microscopica. 6 

:: avaliaqAo MICROSCOPICA 

Uma avaliato inicial da lamina corada com bai- 
xo aumento (xlOO) permite acessar a qualidade 
da extensao sanguinea em relato a distribuito 
das celulas, tamanho da area de trabalho, forma- 
9 ao de rouleaux e aglutinato, qualidade da colo- 
ranao e area ideal para avaliato dos detalhes 
morfologicos. As bordas podem conter acumulo 
de leucocitos, agregados plaquetarios e filamen- 
tos de fibrina, os quais indicam necessidade de 
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TAB EL A 3.3 Artefatos que podem ocorrer no preparo das extensoes sangumeas 

ARTEFATO 

CAUSA 

a^Ao corretiva/preven^ao 

Eritrocitos refringentes 

Fixagao inadequada com metanol. Excesso de 
umidade. Coloragao contaminada com agua 

Confeccionar outra extensao. Seca-la bem. 
Renovar corantes 

Restos nudeares 

Linfocitos frageis como os da LLC se rompem e 
os nudeos ficam expostos na extensao 

Adictonar 1 gota de albumina 22% ou plasma 
pobre em plaquetas a 5 gotas de sangue. 
Homogeneizar e confeccionar a extensao 

Vacuoios em monocitos e 
neutrofilos. Cariopicnose e 
cariorrexis 

Exposigao prolongada ao EDTA 

Sempre prepararas extensoes dentro de 4 horas 

Precipitados de corantes 

Tempo de coloragao aumentado. Corante em 
excesso 

Limpar cubas, bergos, tubulagoes, linhas de 
coloragao e crostas de corantes com metanol 

Leucocitos fracamente corad os 
em amostras com contagens 
leucocitarias bastante elevadas 

Muitas celulas para serem coradas utilizando os 
procedimentos habituais 

Corar a lamina novamente. A segunda 
coloragao acentua o tom dos leucocitos 

Eritrocitos muito avermelhados 
ou muito azulados 

pH alterado 

Fazer nova extensao. Ajustaro volume de 
tampao ou o pH 

Extensao sem area de trabalho 
para avaliagao da morfologia 

Extensao muito grossa ou gota de sangue 
muito grande (preparo manual). Hemoglobina 
aumentada 

Fazer novas laminas exercendo mais pressao na 
extensora e aumentar a velocidade com que se 
empurra a gota de sangue na lamina 

Excesso de leucocitos grandes na 
periferia da extensao 

Pressao demasiada sobre a extensora (preparo 
manual) 

Fazer novas laminas exercendo menos pressao 
na extensora 


Fonte: Adaptada de Peterson e colaboradores . 13 


recoleta. Tambem se tem uma ideia em rela^ao as 
contagens, se estao muito altas ou muito baixas e 
sobre a presen^a de celulas grandes como blas- 
tos, pro-mielocitos, fragmentos de megacarioci- 
tos e linfocitos atipicos, alem de duplas popula¬ 
tes de eritrocitos e parasitas grandes como a 
filaria. 6 ’ 13 ’ 19 


Pode-se estimar a contagem de leucocitos, 
plaquetas e reticulocitos, conforme Quadro 3.5. 
Ess as tecnicas sao uteis como controle interno de 
qualidade das contagens, embora se observem er- 
ros inerentes a esse procedimento. Em qualquer 
estimativa microscopic a, a media deve ser obtida 
por meio de contagem de, no minimo, 10 campos 


QUADRO 3.5 Procedimentos de estimativa microscopica da contagem de leucocitos, plaquetas e reticulocitos 




Focalizar a area de trabalho adequada 
na extensao 

Focalizar a area de trabalho 
adequada na extensao 

Focalizar a area de trabalho adequada na extensao 

Contar os leucocitos, induindoos 
arrebentados, em pelo menos 10 
campos de 1OO-400X 

Contar plaquetas em pelo menos 

10 campos de 1 .Q00x em imersao 

Contar policromatofilos em 5 campos com 200 
eritrocitos em aumento de I.QOOx em imersao 

Dividir o numero total de leucocitos 
contados pelo total de campos 
observados 

Dividir o numero total de plaquetas 
contadas pelo total de campos 
observados 

Dividir o numero total de policromatofilos contados 
por 5 e, em seguida, muitiplicar por 2 

Muitiplicar a media por 250* quando 
utilizar aumento de 10Ox e por 2.000* 
utilizando aumento de 400x 

Muitiplicar a media por 13.800* 

0 fator de corregao para corrigir o numero de 
policromatofilos que pode ser subestimado devtdo 
ao pouco numero de celulas contadas e a perda da 
tonalidade azul em reticulocitos mais maduros e 2 


* Fator de corregao, 

Estimativas de leucocitos e plaquetas podem variar cerca de 15 a 20% ao redor de uma contagem automatizada normal. Em contagens muito 
baixas ou muito elevadas de leucocitos e plaquetas, a precisao em comparagao com o contador automatica pode variar. Variagdes maiores 
que o sugerido devem ser seguidas de repetigoes das contagens automatizadas. 

Fonte: Adaptada de Maedel e Doig , 6 Comar, Danchura e Silva 20 e Escobar e colaboradores . 21 
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microscopicos, independentemente do aumento 
que se esteja utilizando. 

Deve-se avaliar leucocitos nas bordas da ex¬ 
tensao, com objetiva de 10 e de 40x e, quando o 
valor da estimativa for superior a 3 vezes em rela- 
$ao ao observado no corpo da extensao, uma ou- 
tra lamina deve ser preparada e avaliada. No au¬ 
mento de 40 Ox se faz a sele^ao da area de trabalho, 
na qual se pode fazer a contagem diferencial de 
leucocitos e a avalia^ao da morfologia celular, 
caso seja um profissional experiente. Celulas 
grandes, como neutrofilos e monocitos, podem se 
concentrar nas bordas, resultando no acumulo de 
celulas menores, como os linfocitos, no centro da 
extensao. Tal fato aumenta a imprecisao da conta¬ 
gem diferencial manual de leucocitos. Discrepan- 
cias muito grandes entre a estimativa leucocitaria 
e a contagem automatizada podem indicar pro- 
blemas, tais como troca de amostra ou erros de 
identificai^ao. 6 ’ 13 ’ 19 

No aumento de l.OOOx com objetiva de imer- 
sao, tambem se pode fazer a contagem diferencial 
de leucocitos, sobretudo para iniciantes. E nesse 
aumento que deve ser realizada a confirma^ao dos 
detalhes morfologicos e nuances de celulas imatu- 
ras ou com morfologia duvidosa, assim como a 
quantifica^ao das altera 9 oes dos eritrocitos, leu¬ 
cocitos e plaquetas. Nesse aumento, os neutrofilos 
segmentados sao mais facilmente diferenciados 
dos bastoes, e as inclusoes celulares sao mais facil¬ 
mente vistas, caso presentes. Pode-se estimar a 
contagem de plaquetas e de reticulocitos para se 
obter um valor aproximado da contagem automa¬ 
tizada (Quadro 3.5). Essa estimativa e util em de- 
tectar discrepancias com o resultado automatiza- 
do, mas deve ser feita na regiao da lamina onde os 
eritrocitos tenham um minimo de sobrepos^ao. 20 

Pode-se, ainda, estimar o tamanho dos eritro¬ 
citos por meio de compara 9 ao com o nucleo dos 
linfocitos pequenos. Eritrocitos normais possuem 
diametro semelhante ao do nucleo de um linfocito 
pequeno. Quando a maioria dos eritrocitos que esta 
no mesmo campo microscopico do linfocito e mui¬ 
to maior que o nucleo do linfocito, isso correspon- 
de a uma macrocitose e, quando menor, a microci- 
tose. Tal procedimento e uma boa ferramenta de 
controle interno de qualidade do volume corpuscu¬ 
lar medio (VCM) fornecido pela automa^o. 2122 

A analise microscopica deve ser realizada na 
melhor regiao da extensao, a qual se situa entre a 
regiao grossa da lamina, onde a gota de sangue e 


inicialmente colocada para confeccionar a exten¬ 
sao, e a regiao muito fina. Nessa regiao, denomi- 
nada de area de trabalho, os eritrocitos estao uni- 
formemente distribuidos, com poucos se tocando 
ou se sobrepondo e, nessa area, os eritrocitos pos¬ 
suem a forma classica de disco biconcavo, com o 
halo central palido bem evidenciado. Quando a 
area de trabalho de uma extensao com contagem 
normal e vista, ha geralmente cerca de 200 a 250 
eritrocitos por campo de l.OOOx. Em amostras 
com contagens globais dentro dos valores de refe¬ 
renda, a area de trabalho deve conter uma area 
suficientemente grande para permitir uma avalia- 
9 ao morfologica adequada e possibilitar a conta¬ 
gem de 100 leucocitos com facilidade. Uma exten¬ 
sao adequada deve possuir uma trans^ao gradual 
na espessura da area grossa para a area fina, ter- 
minando em uma borda em linha reta ou leve- 
mente arredondada, 3 conforme Figura 3.2. 


Area de trabalho 

1 . 



Muito grosso Otimo Muito fino 


FIGURA 3.2 Extensao sanguines adequada. 


:: CONSIDERAgOES 

Antes de iniciar a revisao das laminas, deve-se ve- 
rificar se o relatorio fornecido pelos analisadores 
hematologicos das contagens automatizadas con- 
fere com a identifica 9 ao da extensao sanguinea. 
Para que sejam obtidos resultados mais precisos 
com as estimativas de leucocitos e plaquetas, suge- 
re-se que os laboratories padronizem os procedi- 
mentos de estimativa microscopica em rela 9 ao aos 
diametros das oculares microscopicas utilizadas, 
a regiao otima de leitura das laminas e ao pessoal 
envolvido. Isso pode ser feito com um fator de 
corre 9 ao em rela9ao as tecnicas originais descritas 
na literatura, o qual e obtido por meio da equa 9 ao 
da reta (y = ax H-b), quando se faz analise de corre- 
la 9 ao em programas como o EXCEL (Microsoft 
Corporation®). 20 
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A forma de escrutina^ao da lamina, tanto ver¬ 
tical como horizontal, tambem deve ser padroni- 
zada quando dois ou mais profissionais fazem a 
leitura das laminas. Em um estudo feito por um 
dos autores, observou-se que a escrutina^ao hori¬ 
zontal proporciona contagens diferenciais de leu- 
cocitos com rnaior correla^ao com a contagem 
diferencial automatizada. 
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Na literatura, existem varios sistemas de classifi- 
ca$ao para quantificar e relacionar o grau das al- 
tera^oes morfologicas das celulas sangulneas. Al- 
guns utilizam uma escala de 1 a 4 cruzes e outros 
de 1 a 3 cruzes, vinculadas a quantidade da altera- 
$ao observada. A International Society for Labo¬ 
ratory Hematology (ISLH) sugere que mudan^as 
> 2+ (duas cruzes) sao clinicamente relevantes. 24 
Outros autores utilizam pontos de corte para defi- 
nir se uma altera^ao e clinicamente significativa. 
Por exemplo, quando mais de 5% dos eritrocitos 
apresentam determinada anormalidade morfolo- 
gica, ela passa a ser relevante. Contudo, deve-se 
entender claramente que, em alguns casos, uma 
quantidade muito inferior pode ser critica e clini¬ 
camente relevante, como presen^a de 1 a 2% (1+) 
de esquistocitos em pacientes com trombocitope- 
nia, que pode significar um processo microangio- 
patico, tal como PTT, e que o reconhecimento 
precoce dessas altera^oes pode salvar vidas. 19 

Alguns cuidados devem ser tornados pela 
equipe do laboratorio de hematologia no sentido 
de padronizar os procedimentos de classifica^ao 
das altera 9 oes morfologicas na leitura das lami¬ 
nas. Tais cuidados conferem mais qualidade nas 
leituras, tornando possivel a compara^ao de resul- 
tados sequenciais emitidos por diferentes profis¬ 
sionais do mesmo laboratorio. Na sequencia, serao 
apresentadas formas de realizar a padroniza^ao 
da leitura de laminas e deseja-se que cada labora¬ 
torio as utilize ou as adapte de acordo com as ne- 
cessidades e preferences dos profissionais. 

:: SERIE VERMELHA 

Anisocitose, microcitose e macrocitose 

A classifica^ao microscopica da varia^ao dos ta- 
manhos dos eritrocitos e, em geral, realizada em 
termos semiquantitativos como leve, moderada 
ou acentuada, ou como de 1 a 3-h Quando realiza¬ 
da apropriadamente, de forma consistente e siste- 


matica, contribui para se chegar ao correto diag¬ 
nostic, pelo menos em alguns casos. Uma 
anisocitose significativa pode ser observada em 
varias conduces clinicas, incluindo situates com 
intensa produ<;ao de reticulocitos, anemia mega¬ 
loblastic a, transfusoes e anemia ferropriva grave. 
A avalia^ao microscopica da anisocitose pode ser 
afetada pelas limita^oes visuais do olho humano, 
como descrito pela lei de Weber-Fechner, e pela 
possivel ocorrencia de diferentes concentrates 
de hemoglobina nos eritrocitos, as quais alteram o 
efeito de achatamento dessas celulas no vidro das 
laminas. 25 ’ 26 

A varia^ao do tamanho eritrocitario pode ser 
estimada quantitativamente com o uso do red cell 
distribution width (RDW) e pode ser graduada 
por meio de analise da serie vermelha. O grau de 
varia^ao da anisocitose pode ser determinado 
conforme Tabela 3.4. 


TABELA 3.4 Grau de varia^ao da anisocitose em 
fun^ao do RDW 

RDW-CV 

<%) 

QUANTIFICA9AO 

RDW-SD 

(fL) 

QUANTIFICA9AO 

15,5-19,0 

+ 

47-62 

+ 

19,1-24,0 


62,1-75 

+ + 

>24,0 

+ + + 

>75 

+ + + 


Alguns trabalhos sugerem que o RDW-CV e 
mais senslvel em indicar anisocitose em VCM mi- 
croclticos, e o RDW-SD e mais senslvel em indicar 
anisocitose em VCM macroclticos. Portanto, de¬ 
ve-se utiliza-los em conjunto a fim de aumentar a 
sensibilidade na detec^ao da anisocitose em lami¬ 
na. 26 O RDW-SD e fornecido apenas por alguns 
analisadores, como os das series XT, XE E XN 
(Sysmex®), serie LH (Beckman Coulter®) e os 
mais modernos da Mindray®. O RDW-CV e o 
RDW-SD sao obtidos conforme Figura 3.3. 

Para avaliar o tamanho eritrocitario e defini- 
-lo como normocltico, microcltico ou macroclti- 
co, primeiramente, deve-se localizar um linfocito 
maduro, normal e nao atlpico, para fins de corn- 
par a^ao e analise da extensao. Eritrocitos nor mais 
possuem entre 6 e 8 micrometros de diametro ou, 
aproximadamente, o mesmo tamanho que o nu- 
cleo de um linfocito pequeno, Portanto, os micro- 
citos sao menores que o nucleo de um linfocito 
pequeno, e os macrocitos sao maiores (Figura 
3.4), sendo estes mais evidentes quando possuem 
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Frequeneia em que um 
determinado VCM 
ocorre na popula^ao de 
eritrocitos analisados 


100 % 


20 % - 


VCM 


1 DP - Largura do histograma, 
era fL, ao mvel de 
aproximadamente 
68,2% de frequeneia 

/ 


1DP 


VCM 


RDW-CV 


50 


100 


150 


RDW-SD = fndice do histograma 
ao nfvel de 20% de frequeneia 


FIGURA 3.3 Obten^ao 


do RDW-CV e RDW-SD a 
stribuicao dos volumes 


eritrocitarios. 


1DP, 1 desvlo-padrao; VCM, volume corpuscular medio (fL). 
Fonte: Adaptada de Comar . 27 




M icrocitos 
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Macrocitos 


Para identificar microcitose e macrocitose, 
compara-se o tamanho dos eritrocitos com o 
tamanho do nucieo de um iinfocito pequeno 


FIGURA 3.4 Microcitose e macrocitose. 


volumes superiores a 110 fL. Esse tipo de observa- 
qao e muito importante no sentido de se fazer um 
controle de qualidade do VCM medido pelo anali- 
sador hematologico e deve ser sempre realizada 
nos casos em que ocorrer um VCM muito baixo 
ou muito alto. 

Deve ser revisado um minimo de 10 campos 
microscopicos empregando-se objetiva de lOOx 
em oleo de imersao. Contam-se os eritrocitos 
com diametro menor (microcitos) e maior (ma¬ 
crocitos) que o do nucieo dos linfocitos pequenos 
em 10 campos microscopicos de l.OOOx e com 


distribui^ao uniforme dos eritrocitos. Em segui- 
da, calcula-se a quantidade media de microcitos e 
macrocitos por campo. Esses valores sao soma- 
dos, e a anisocitose e quantificada. A Tabela 3.5 
mostra como quantificar anisocitose, microcito¬ 
se e macrocitose. 


TABELA 3.5 Criterios de quantificagao da 
anisocitose, microcitose e macrocitose eritrocitaria 
em extensoes sanguineas 



QUANTIFICA^AO 


1 + 

2+ 

3+ 

Microcitose 

5-25% de 
microcitos 

25,1-50% de 
microcitos 

> 50% de 
microcitos 

Macrocitose 

5-25% de 
macrocitos 

25,1-50% de 
macrocitos 

> 50% de 
macrocitos 

Anisocitose 

5-25% de 
microcitos 
+ macrocitos 

25,1-50% de 
microcitos 
+ macrocitos 

> 50% de 
microcitos 
+ macrocitos 

200 eritrocitos 
por campo 

10-50 celulas 

51-100 celulas 

> lOOceluias 

150 eritrocitos 
por campo 

8-37 celulas 

39-75 celulas 

> 75 celulas 

100 eritrocitos 

5-25 celulas 

26-50 celulas 

> 50 celulas 


por campo 


1+, uma cruz (+); 2+, duas cruzes (++); 3+, tres cruzes (+++}. 
Fonte: Adaptada de Gulati , 25 e O'Connor . 28 


A microcitose e a macrocitose tambem podem 
ser graduadas empregando-se a Tabela 3.6. Esta 
tabela, de um modo geral, abrange a maioria dos 
casos e torna a tarefa mais facil de ser realizada e 
padronizada pela equipe do laboratorio. Porem, 
cada caso deve ser analisado isoladamente, pois 
podem ocorrer varia^oes. Por exemplo, nos casos 
que ocorrer RDW elevado com VCM normal, de¬ 
ve-se caracterizar a presen^a de microcitos e/ou 
macrocitos, a fim de justificar a variaqao de tama¬ 
nho. Nesse caso, a anisocitose e, em geral, maior 
que a microcitose e a macrocitose isoladamente, 
pois corresponde ao somatorio das duas. 

A verifica^ao do histograma de distribuiqao 
de RBC e muito importante, sobretudo nos casos 
com presenqa de dupla populaqao, pois o grafico 
pode mostrar a presenqa de dois picos de popula¬ 
tes de eritrocitos. 

O termo microcitose corresponde a quantidade 
e a intensidade de microcitos na extensao sangui- 
nea, ou seja, a quantidade de eritrocitos pequenos e 
a magnitude de sua pequenez. Ele e traduzido ma- 
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TABELA 3.6 Varia^ao do tamanho eritrocitario em fun^ao do VCM 


IDADE 

MICROCITOSE EM CRUZES 

VCM (fl) 

MACROCITOSE EM CRUZES 

+ + + 

+ + 

+ 

+ 

+ + 

+ + + 

01 dia 

<60 

60-69,9 

70-90 

101-128 

130-140 

140,1-145 

>145 

02 dias 

<60 

60-69,9 

70-90 

101-122 

125-130 

130,1-140 

>140 

03 dias 

<60 

60-69,9 

70-90 

95-121 

125-130 

130,1-140 

>140 

04 dias 

<60 

60-69,9 

70-90 

95-121 

125-130 

130,1-140 

>140 

05 dias 

<60 

60-69,9 

70-90 

95-123 

125-130 

130,1-140 

>140 

06 dias 

<60 

60-69,9 

70-90 

96-123 

125-130 

130,1-140 

>140 

07 dias 

<60 

60-69,9 

70-90 

96-129 

132-140 

140,1-145 

>145 

1-2 semanas 

<60 

60-69,9 

70-85 

90-131 

132-140 

140,1-145 

>145 

2-3 semanas 

<60 

60-69,9 

70-85 

90-119 

120-130 

130,1-140 

>140 

1 mes 

<60 

60-69,9 

70-79,9 

85-119 

115-125 

125,1-135 

>135 

2-6 meses 

<60 

60-69,9 

70-73,9 

74-108 

110-120 

120,1-130 

>130 

7 meses a 2 anos 

<60 

60-64,9 

65-69,9 

70-90 

95-105 

105,1-120 

>120 

2-6 anos 

<60 

60-69,9 

70-74,9 

75-90 

95-105 

105,1-120 

>120 

6-12 anos 

<60 

60-69,9 

70-76,9 

77-95 

99-105 

105,1-120 

>120 

<$ 12-18 anos (mas.) 

<60 

60-69,9 

70-79,9 

80-99 

100-110 

110,1-125 

>125 

9 12-18 anos (fern.) 

< 60 

60-69,9 

70-79,9 

80-99 

100-110 

110,1-125 

>125 

c? 18 ou mais (mas.) 

<60 

60-69,9 

70-79,9 

80-99 

100-110 

110,1-129,9 

>130 

9 18 ou mais (fern.) 

<60 

60-69,9 

70-79,9 

80-99 

100-110 

110,1-129,9 

>130 

Gestante rtrim. 

<60 

60-69,9 

70-79,9 

80-99 

100-110 

110,1-125 

>125 

Gestante 2° trim. 

<60 

60-69,9 

70-79,9 

80-99 

100-110 

110,1-125 

>125 

Gestante 3° trim. 

<60 

60-69,9 

70-79,9 

80-99 

100-110 

110,1-125 

>125 


tematicamente pelo VCM, que expressa sua media. 
Ja o termo macrocitose, inversamente, corresponde 
a quantidade e a intensidade de macrocitos na ex- 
tensao sangmnea, ou seja, a quantidade de eritroci- 
tos grandes e a intensidade de seus grandes tama- 
nhos. Sendo assim, e traduzido matematicamente 
pelo VCM, que expressa sua media. 



Eritrocitos normais sao redondos e possuem uma 
area de palidez central que ocupa um ter$o da celu- 
la. Poiquilocitose e o termo usado para descrever a 
varia^ao na forma dos eritrocitos e esta geralmente 
associada com anemias graves com regenera^ao 
eritrocitaria ativa ou hematopoiese extramedular. 
Muitos poiquilocitos possuem seus nomes baseados 
em suas caracterlsticas morfologicas individuals; 
outros nao possuem nomes em virtude da falta de 


caracterlsticas especlficas e, por isso, sao chamados 
apenas de poiquilocitos. A forma dos eritrocitos 
deve analisada em um mlnirno de 10 campos con- 
tendo entre 100 e 200 celulas, usando a objetiva de 
lOOx; no entanto, cada forma eritrocitaria anormal 
deve ser avaliada individualmente. A media por 
campo microscopico de cada altera^ao de forma 
eritrocitaria em particular deve ser determinada, e 
o grau de cada altera^ao de forma particular e defi- 
nido conforme Tabela 3.7. 

A intensidade da poiquilocitose deve ser libe- 
rada pela soma de cada altera^ao de forma eritro¬ 
citaria encontrada por campo de l.OOOx, confor¬ 
me Tabela 3.8. 

Por exemplo, codocitos (media de 3/campo = 1+), 
esferocitos (media de 3/campo - 1+) e eliptocitos 
(media de 10/campo = 2+) resultam em uma poi- 
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TABELA 3.7 Quantifica^ao das formas eritrocitarias 


FORMA ERITROCITARIA 

QUANTIFICA^AO: 
MEDIA DEALTERA0ES/ 

10 CAMPOS DE I.OOOx 

RAROS 

1 + 

2+ 

3 + 

Acantocitos 

1 

2-6 

7-12 

>12 

Codocitos 

1 

2-6 

7-12 

>12 

Dacriocitos 

1 

2-6 

7-12 

>12 

Drepanodtos 

1 

2-6 

7-12 

>12 

Eiiptocitos/Ovalocitos 

1 

2-6 

7-12 

>12 

Equinocitos 

1 

2-6 

7-12 

>12 

Esferocitos 

1 

2-6 

7-12 

>12 

Fragmentos eritrocitarios 

1 

2-6 

7-12 

>12 

Estomatocitos 

1 

2-6 

7-12 

>12 

Queratocitos 

1 

2-6 

7-12 

>12 

Cristais de hemogiobina C e SC 

1 

2-6 

7-12 

>12 


TABELA 3.8 Quantifica^ao da poiquilocitose 

POIQUIL6CITOS / 
CAMPODE I.OOOx 

(100-200 CELULAS) 

quantifica^Ao da 

POIQUILOCITOSE 

1 

Discreta 

2-6 

+ 

7-12 

++ 

>12 

+++ 


quilocitose de somas das medias = 16/campo = 
3+. A Tabela 3.9 mostra os principals tipos de 
formas eritrocitarias e as condi^oes clinicas 
associadas. 

Policromatofilia 

Os eritrocitos policromaticos do hemograma cor- 
respondem aos reticulocitos corados pelo azul de 
cresil brilhante. Quanto mais imaturos forem os 


TABELA 3.9 Principais formas eritrocitarias observadas rotineiramente e condi^oes clinicas associadas 


Acantocitos 


Codocitos 


Dacriocitos 


Drepanodtos 


Eliptocitos/ 

ovalocitos 


Equinocitos 



FORMA ANORMAL 








CONDIQAO CLfNICA ASSOCIADA 

Acantodtose hereditaria, doenga hepatica, hipoesplenismo, pos- 
-esplenectomia, queimaduras graves, abetalipoproteinemia, anemias 
hemoiiticas, doenga renal e deficiendas enzimaticas 


Codocitos microciticos: talassemias, deficienda de ferro, presenga 
de hemogiobina C e E. Cododtos normodticos: anemia faldforme, 
hemoglobinopatia SC, doenga hepatica, hipoesplenismo e pos- 
-esplenectomia. Codocitos macrocfticos: doenga hepatica e pos- 
-esplenectomia. Codocitos artefatuais: excesso de umidade na 
extensao e excesso de EDTA 

Mielofibrose, mielodisplasias, anemias hemoiiticas adquiridas, anemia 
megaloblastica, talassemias, hiperesplenismo, infiltragao meduiarde 
tumores hematologicos e nao hematologicos 


Anemia faldforme e associagoes com talassemias e hemoglobinopatias 


Eliptocitose hereditaria, anemia megaloblastica, anemia de doenga 
cronica, deficienda de ferro, mielodisplasias, trauma mecanico. Pode 
ocorrer artefatuaimente 

Doenga renal e hepatica. Artefato de preparo da extensao (pH alcalino 
do vidro), excesso de EDTA e amostras envelhecidas {> 12 horas). Como 
sua presenga ocorre muito devido ao artefato, a sua interpretagao deve 
ser baseada no context© dfnico do paciente 


(continua) 
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TABELA 3.9 Principals formas eritrocitarias observadas rotineiramente e condi^oes ciinicas associadas 


FORMA ANORMAL 


CONDigAO CLlNICA ASSOCIADA 


Esferocitos 


Esquistocitos 
ou esquizocitos 
ou fragmentos 
eritrocitarios 





Esferodtose hereditaria, anemia hemolitica autoimune e 
microangiopatica, incompatibiiidade ABO, hiperesplenismo, 
queimaduras graves, hemogiobinopatias, transfusao com eritrocitos 
velhos, malaria, doenga hepatica. Pode ser artefato da regiao mais fina 
da extensao 


Purpura trombocitopenica trombotica, sindrome hemolitico-uremica, 
coagulagao intravascular disseminada, queimaduras graves, traumas 
mecanicos, talassemia maior, anemia megaioblastica, sindrome HELLP, 
vascuiite, pos-quimioteratia e anemias hemoliticas 


Estomatocitos 


Queratocitos 




Estomatocitose hereditaria, alcooiismo, infecgoes graves, Artefato 
por exposigao dos eritrocitos a pH acido, substancias catidnicas e 
medicamentos {fenotiazina e dorpromazina) 


Estresse oxidativo in vivo por uso certos medicamentos, deficiencia de 
G6PD e presenga de hemoglobinas instaveis {corpos de Heinz) 


Cristais de 
hemogiobina 


CeSC 


HbSC 




Hemogiobinopatias CeSC 


HELLP, acroninno do ingles: H, liemo/ytfcanem/a; EL, e/evated liver enzymes; LP, low platelet count. 
Fonte: Adaptada de Silva e colaboradores , 4 Pierre , 10 Gulati , 25 e O’Connor . 28 


reticulocitos, mais intensa e de facil disting:ao 
sera sua tonalidade azul-acinzentada na lamina 
(Figura 3.5). 


mais exata que a policromatofilia em lamina. 
Aproximadamente 1% dos eritrocitos do sangue 
de uma pessoa normal e policromatofilo. A poli¬ 
cromatofilia esta associada com anemias hemoli¬ 
ticas, regenera^ao medular e resposta ao trata- 
mento de anemias carenciais. A policromatofilia 
pode ser quantificada nas laminas conforme 
Tabela 3.10. 


Eritrocitos normocronnicos 

Policromatofilia 


FIGURA 3.5 Policromatofilia. 


Os reticulocitos quase maduros, com poucos 
granulos de RNA, possuem aspecto policromatico 
de dificil identifica^ao e, as vezes, nao sao visiveis ao 
olho humano. Por isso, a contagem de reticulocitos 6 


TABELA 3.10 Quantificagjao da policromatofilia 


policromatOfilos 

/CAMPO DE I.OOOx 
(100-200 CELULAS) 

QUANTIFICAQAO 

RETICULOCITOS 

(%) 

1 

Discreta 

± 2,5-3,0 

2-6 

-h 

± 3,0-6,0 

7-12 

+ -h 

±6-11,0 

>12 

+ + + 

±>11,0 
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Hipocromia 

A hipocromia e definida morfologicamente quan- 
do os eritrocitos possuem halo central maior que 
1/3 do seu volume (Figura 3.6). E traduzida fisico- 
-quimicamente pela concentra^ao (rela^ao soluto/ 
solvente em g/dL) de hemoglobina intraeritrocita- 
ria, ou seja, pela CHCM e nao simplesmente pelo 
seu conteudo (valor absoluto do peso do soluto em 
picogramas) de hemoglobina, a HCM. A HCM re- 
flete a concentra^ao de hemoglobina de cada eri¬ 
trocito; por isso, podemos dizer que um eritrocito 
de tamanho pequeno tem menos hemoglobina 
que um eritrocito grande, o que nao quer dizer 
que ele seja hipocromico por essa razao, pois a 
quantidade de hemoglobina em seu interior e pro- 
porcional ao seu tamanho. 

A hipocromia pode ser quantificada confor- 
me Tab el as 3.11 e 3.12. Um minimo de 10 cam- 


Eritrocitos normocromicos Eritrocitos hipocromicos 


FIGURA 3.6 Eritrocitos normocromicos e 
hipocromicos. 


pos microscopicos, empregando-se objetiva de 
10Ox em oleo de imersao, deve ser revisado, e os 
eritrocitos com colora^ao palida e com halo cen¬ 
tral mais largo devem ser enumerados. Calcula¬ 
te o numero medio de cada classifica^ao por 
campo microscopico e reporta-se da seguinte 
maneira: 


TABELA 3.11 Grau de varia$ao da hipocromia 



QUANTIFICAQAO DA HIPOCROMIA 

1+ 

2+ 

3+ 

CONDI^AO 

5-25% DE ERITR6CIT0S 
HIPOCROMICOS 

25,1-50% DE ERITROCITOS 
HIPOCROMICOS 

> 50% DE ERITROCITOS 
HIPOCROMICOS 

200 eritrocitos por campo 

10-50 ceiulas 

51-100 ceiulas 

> 100 ceiulas 

150 eritrocitos por campo 

8-37 ceiulas 

39-75 ceiulas 

> 75 ceiulas 

100 eritrocitos por campo 

5-25 ceiulas 

26-50 ceiulas 

> 50 ceiulas 


ELA 3.12 Grau de varia^ao da hipocromia em fun^ao do CHCM 


IDADE 

HIPOCROMIA EM CRUZES 

CHCM (g/dL) 

+ + + 

+ + 


01 dia 

<28 

28-29 

29-29,9 

30-36 

02 dias 

<28 

28-29 

29-29,9 

30-36 

03 dias 

<28 

28-29 

29-29,9 

30-36 

04 dias 

<28 

28-29 

29-29,9 

30-36 

05 dias 

<28 

28-29 

29-29,9 

30-36 

06 dias 

<28 

28-29 

29-29,9 

30-36 

07 dias 

<28 

28-29 

29-29,9 

30-36 

1-2 semanas 

<28 

28-29 

29-29,9 

30-36 

2-3 semanas 

<28 

28-29 

29-29,9 

30-36 

1 mes 

<27 

27,1-27,9 

28-28,9 

29-36 

2-6 meses 

<28 

28-29 

29-29,9 

30-36 

7 meses a 2 anos 

<28 

28,1-29,4 

29,5-30,9 

31-36 

2-6 anos 

<28 

28,1-29,4 

29,5-30,9 

31-36 

6-12 anos 

<28 

28,1-29,4 

29,5-30,9 

31-36 


(continua) 
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TABELA 3.12 

Grau de varia^ao da hipocromra em fun^ao do CHCM (contf'm/afao) 


IDADE 


HIPOCROMIA EM CRUZES 


CHCM (g/dL) 

+ + + 

+ + 

+ 

S 12-18 anos (mas.) 

<28 

1 28,1-29,9 

30-31,5 

32-36 

9 12-18 anos (fern.) 

<28 

28,1-29,9 

30-31,5 

32,5-36 

S 18 ou mais (mas.) 

<28 

28,1-29,9 

30-31,5 

32,5-36 

2 18 ou mais (fern.) 

<28 

28,1-29,9 

30-31,5 

32,2-36 

Gestante 1°trim. 

<28 

28,1-29,9 

30-31,5 

32-36 

Gestante 2° trim. 

<28 

28,1-29,9 

30-31,5 

32-36 

Gestante 3° trim. 

<28 

28,1-29,9 

30-31,5 

32-36 


Inclusdes eritrocitarias 

As inclusdes eritrocitarias, como ponteados baso- 
filos, corpusculos de Howell-Jolly, aneis de Cabot, 
corpusculos de Pappenheimer (Figura 3.7), po- 
dem ser quantificadas conforme Tabela 3.13. 


mJl 

gr 

1 1 mm \ 4 





Anel de Cabot 

* 

41 

Howell-Jolly Ponteado 

Corpusculos de 


basofilo 

Pappenheimer 

FIGURA 3.7 

Inclusdes eritrocitarias. 



TABELA 3.13 Quantifica^ao das inclusoes 
eritrocitarias 


PONTEADOS BASOFILOS 

CORPUSCULO DE HOWELL-JOLY 

ANEL DE CABOT 

CORPUSCULOS DE PAPPENHEIMER 

VALOR MEDIO POR CAMPO DE I.OOOx EM IMERSAO 

1 a cada 2 campos ou 1 / campo 

Raros 

1-3 por campo 

+ 

4-6 

+ + 

>6 

++ + 


Os ponteados basofilos sao formados por 
agregados ribossomais, na forma de particulas 
finas ou grossas, que preenchem quase todo o eri- 
trocito. Eles estao associados a talassemias, hemo- 
globinopatias, envenenamento por chumbo, 
deficiencia de pirimidina 5’ nucleotidase e sindro- 
mes mielodisplasicas. Contudo, alguns autores 
tem relatado que os ponteados basofilos finos sao 


apenas artefatos de colora^ao e que apenas os pon¬ 
teados grossos tem importancia clinica. 

Os corpusculos de Howell-Jolly sao formados 
por fragmentos nucleares (restos de DNA) e apa- 
recem como pequenos corpusculos arredondados, 
de tamanho variavel e de cor purpura dentro dos 
eritrocitos. Eles estao associados a hipoesplenis- 
mo, pos-esplenectomia, anemia falciforme, talas- 
semia maior, anemia hemolitica grave, anemia 
megaloblastica e diseritropoiese congenita. 

Os aneis de Cabot foram primeiramente des- 
critos em 1903, pelo medico americano Richard 
Clarke Cabot, como finos cordoes na forma de la- 
90 s ou aneis no interior dos eritrocitos e acredita- 
-se que sejam microtubulos remanescentes do 
fuso mitotico. Eles estao associados a anemia me¬ 
galoblastica, anemia hemolitica, envenenamento 
por chumbo, leucemias, ictericia alcoolica e tam- 
bem tem sido observados em pacientes que fazem 
uso de citostaticos. 

Os corpusculos de Pappenheimer sao granu- 
los anormais de ferro dentro dos eritrocitos e sao 
formados por fagossomos que englobam quanti- 
dades excessivas de ferro. Aparecem como densos 
granulos localizados na periferia dos eritrocitos e 
estao associados a anemia sideroblastica e ane¬ 
mias hemoliticas de um mo do geral. Sao visiveis 
nas coloraijoes derivadas de Romanowsky, mas a 
confirma^ao da existencia de ferro nos granulos e 
feita com a colora^ao de Pearls, que utiliza azul da 
prussia. 

Rouleaux eritrocitario e 
aglutinacao eritrocitaria 

O rouleaux eritrocitario e a aglutinacao eritrocita¬ 
ria podem ser quantificados conforme Tabela 
3.14 .0 rouleaux e definido como o empilhamento 
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de eritrocitos na forma de pilhas de moedas na 
parte fina da extensao. Ocorre como resultado da 
perda da carga negativa da superficie dos eritroci¬ 
tos, os quais sao revestidos com excesso de protei- 
nas plasmaticas. Esta associado com mieloma 
multiplo e estados inflamatorios e infecciosos, ja 
que ambos podem estar associado s com hiperpro- 
teinemia (globulinas e fibrinogenio). 


TABELA 3.14 Quantificagao de rouleaux e 
agfutinagao dos eritrocitos 

% MEDIA DE ERITROCITOS FORMANDO 
ROULEAUX OU AGLUTINAgAO POR 
CAMPO DE l.OOOx 

QUANTIFICAGAO 

10-25% 

+ 

25-50% 

++ 

Acima de 50% 

++-h 

A aglutinato eritrocitaria 

e formada por 


agregados de eritrocitos resultantes da presen^a 
de um autoanticorpo frio, os quais podem atuar 
em quaisquer temperaturas abaixo de 37 °C. O an¬ 
tic orpo e uma IgM, e os agregados de eritrocitos 
geralmente se sobrepoem. As amostras contendo 
aglutina^ao eritrocitaria precisam ser incubadas a 
37 °C durante 30 minutos previamente a reanalise, 
de modo a se obter resultados mais confiaveis das 
contagens. Deve ser feita uma diferencia^ao entre 
aglutina^ao e rouleaux conforme Figura 3.8. 

Aglutinagao Rouleaux 


FIGURA 3.8 Diferenga entre aglutinagao e 
rouleaux eritrocitario. 


Era um campo micro scopico, com aumento de 
l.OOOx, pode-se visualizar varios grupamentos de 
eritrocitos empilhados ou aglutinados. Para quan- 
tificar, deve-se observar a proporgao de eritrocitos 
empilhados ou aglutinados por campo microscopi- 
co. Observar a cor da extensao pode ajudar, pois, na 
maioria dos casos positivos para rouleaux eritroci¬ 
tario, ela possui tom azulado (Figura 3.9). 

Nos casos de aglutinagao, pode-se observar pe- 
quenos grumos nas paredes do tubo de EDTA. Nos 


casos em que houver duvidas quanto a presenga de 
rouleaux eritrocitario na lamina, pode-se fazer uma 
VHS do paciente e, caso o resultado seja alterado, 
confirma-se a formagao de rouleaux na extensao. 


Tom normal 


Tom azulado 
observado em laminas 
com rouleaux 



FIGURA 3.9 Diferenga de tonalidade observada 
nos casos positivos para rouleaux eritrocitario. 


SERIE BRANCA 


:: GRANULATES TbXICAS, 

VACUOLOS citoplasmAticos 

ecorpOsculos de dohle 

A granulagao toxica representa a visualizagao das 
granulagoes primarias em metamielocitos e neu¬ 
trofilos. Em situagoes fisiologicas, essas celulas 
nao possuem as granulagoes reveladas. As granu¬ 
lagoes toxicas aparecem em decorrencia da abre- 
viagao da mitose no processo de proliferagao dos 
neutrofilos, como observado nas septicemias. A 
septicemia e a designagao para o conjunto de ma- 
nifestagoes patologicas devido a invasao, por via 
sanguinea, do organismo por germes patogenicos 
provenientes de um foco infeccioso. 

Os vacuolos citoplasmaticos nos neutrofilos 
sao observados em estados infecciosos e eviden- 
ciam fagocitose de bacterias na corrente sangui¬ 
nea, ou seja, uma bacteremia, que e a passagem da 
bacteria pela circulagao, ou uma septicemia. 

Os corpusculos de Dohle, que podem acom- 
panhar as granulates toxicas, sao representados 
pelo reticulo endoplasmatico rugoso que fica alte¬ 
rado devido a grande proliferagao celular. O apa- 
recimento de granulates toxicas e corpusculos 
de Dohle podem ser correlacionados com infec- 
tes bacterianas graves. A quantificagao de gra¬ 
nulates toxicas, vacuolizagao citoplasmatica em 
neutrofilos e corpusculos de Dohle pode ser 










Fase analftica: analise morfologica do sangue periferico e sua correla<;ao com o hemograma 59 


realizada com o auxllio da Tabela 3.15 e pode ser 
visualizada na Figura 3.10. 

Para mais detalhes sobre a interpreta^ao clini- 
ca dessas 3 inclusoes citoplasmaticas dos leucoci- 
tos, ver Capftulo 8 , Serie branca: leucograma. 



.15 Inclusoes em neutrofilos 

GRANULATES T6XICAS 
VACUOLIZA^AO CITOPLASMATICA 
CORPUSCULOS DE DOHLE 
(OBSERVAR PELO MENOS 50 NEUTROFILOS 
EMCAMPO DE I.OOOx) 

Ate 30% de neutrofilos com granulates toxicas 

30-60% 


+ 

++ 


> 60% 


+++ 



Corpiisculo 
de Dohle 


Granulagoes 

toxicas 


Vacuolos 

citoplasmaticos 


FIGURA 3.10 Corpusculos de Dohle, granulates 
toxicas e vacuolos citoplasmaticos. 


:: ANOMALIAS HEREDITARIAS 
DOS LEUCOCITOS 

A avalia^ao de inclusoes leucocitarias e muito im- 
portante para saber o tipo de altera^ao que o pa- 
ciente apresenta. No caso da anomalia de Alder- 
-Reilly, liberar na observa^ao do hemograma a 
presen^a de granula^ao azurofila grosseira nos 
neutrofilos, sugestiva de anomalia de Alder-Reilly. 

No caso da anomalia de Pelger-Huet, liberar 
na observa^ao do hemograma a presen^a de neu¬ 
trofilos hipossegmentados sugestivos de anomalia 
de Pelger-Huet. 

No caso da anomalia de May-Hegglin, liberar 
na observa^ao do hemograma a presen^a de neu¬ 
trofilos com inclusoes citoplasmaticas sugestivas 
de anomalia de May-Hegglin. 

No caso da anomalia de Chediak-Higashi, li¬ 
berar na observa^ao do hemograma a present a de 
granulocitos, monocitos, linfocitos e eosinofilos 
com granulos grosseiros, sugestivos de anomalia 
de Chediak-Higashi. 

:: polilobocitos e hipossegmentaqAo 

O neutrofilo hipersegmentado e, por defini^ao, 
uma celula que apresenta 6 lobulos ou mais e a sua 


quantidade passa a ser significativa quando se tern 
no sangue periferico > 5/100 neutrofilos contados. 
O resultado e relatado em porcentagem, mas tal 
contagem somente devera ser realizada quando, na 
avalia^ao da lamina, forem constatadas > 2+. Neste 
caso, deve-se liberar em cruzes e em porcentagem 
na observa^ao do hemograma. Os polilobocitos 
podem aparecer na anemia megaloblastica, no uso 
de corticoides, mielodisplasias, quimioterapia e, 
muito raramente, na anemia ferropriva e uremia. 

A hipossegmenta 9 ao indica a diminui^ao da 
segmenta^ao ou a nao segmenta^ao do nucleo de 
granulocitos maduros. Pode ser vista primaria- 
mente em neutrofilos, mas pode tambem ser vista 
em eosinofilos e basofilos em determinadas situa- 
96 es. Neutrofilos bilobulados ou unilobulados sao 
considerados hipossegmentados e estao associados 
a smdrome de Pelger-Huet ou pseudo Pelger-Huet. 
Esta ultima esta associada com quimioterapia, do- 
en 9 as mieloproliferativas e mielodisplasias. 

Os polilobocitos e os hipossegmentados po¬ 
dem ser quantificados com o auxilio da Tabela 
3.16 e visualizados na Figura 3.11. 



LA 3.16 QuantificaTo de polilobocitos e 


(OBSERVAR PELO MENOS 50 NEUTROFILOS 
EM CAMPODE I.OOOx) 

Ate 30% de polilobocitos ou hipossegmentados 

30-50% 


+ 

++ 


> 50% 


+++ 



Neutrofilo hipersegmentado 
ou polilobocito 


Neutrofilo 

hiposegmentado 


FIGURA 3.11 Neutrofilos hipersegmentado e 


hipossegmentado. 


:: GRANULOCITOS HIPOGRANULARES 
OU AGRANULARES 

Granulocitos hipogranulares ou agranulares sao, na 
maioria das vezes, granulocitos displasicos que per- 
deram os granulos citoplasmaticos. Essa altera 9 ao e 
muito evidente em segmentados e bastoes, mas 
tambem pode ser observada em metamielocitos, 
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mielocitos e pro-mielocitos e esta associada com 
mielodisplasias. Os granulocitos hipogranulares ou 
agranulares podem ser quantificados com o auxilio 
da Tabela 3.17 e visualizados na Figura 3.12. 


3.17 Quantificagao de granulocitos 
hipogranulares ou agranulares 

(OBSERVAR PELO MEN OS 
SO NEOTR6FILOS EM CAMPO DE I.OQOx) 


Ate 30% de granulocitos hipogranulares ou agranulares 


30-50% 
> 50% 


+ 

++ 

+++ 



FIGURA 3.12 Hipo/degranulagao de neutrofilos 


Fonte: Adaptada de Gulati . 25 


TABELA 3.18 Quantificagao de fragmentos 
de citoplasma de celuias leucemicas/plaquetas 
hipogranulares ou agranulares 


(VALOR MEDIO POR CAMPO DE I.OOOx EM IMERSAO) 


2-3 

4-5 

>5 


+ 

4 - + 
+ ++ 










FIGURA 3.13 Fragmentos de citoplasma 
de celuias leucemicas. 


Fonte: Adaptada de Gulati . 25 


:: FRAGMENTOS DE CITOPLASMA 
DE CELULAS LEUCEMICAS/PLAQUETAS 
HIPOGRANULARES OU AGRANULARES 

Representam pedagos do citoplasma de celuias 
nucleadas, especialmente de celuias leucemicas. E 
dificil distinguir fragmentos citoplasmaticos de 
celuias leucemicas de plaquetas hipogranulares/ 
agranulares. A cor do citoplasma e a natureza dos 
gr&nulos podem, as vezes, ser uteis na distingao. 
Geralmente, ambos sao agrupados se os fatores de 
distingao nao sao convincentes. A contagem de 
plaquetas pode ser prejudicada, dependendo do 
tamanho e da quantidade desses fragmentos. Po¬ 
dem ser quantificados com o auxilio da Tabela 
3.18, e, na Figura 3.13, podem ser vistos fragmen¬ 
tos de citoplasma de celuias leucemicas. 

:: RESTOS NUCLEARES 

Restos nucleares ou smudge cells sao restos distorci- 
dos de nucleos de celuias, especialmente as de ori- 
gem linfoide. E um fenomeno que ocorre in vitro 
durante a confecgao da extensao sangumea, fazen- 
do com que as celuias se rompam e os nucleos se 
distorgam de maneira amorfica e estao associados 
com neoplasias hematologic as, especialmente a 


leucemia linfocitica cronica. Os restos nucleares 
podem ser quantificados de acordo com a Tabela 
3.19 e visualizados na Figura 3.14. 


TABELA 

3.19 Quantificagao de restos nucleares 

(VALOR MEDIO POR CAMPO DE I.OOOx EM IMERSAO) 

2-3 

+ 

4-5 

-h-H 

>5 

+ ++ 





FIGURA 3.14 Restos nucleares 


Fonte: Adaptada de Gulati . 25 
































Fase analitica: analise morfologica do sangue periferico e sua correlagao com o hemograma 61 


PLAQUETAS 


:: PLAQUETAS GIGANTES 

Plaquetas gigantes sao observadas na sindrome de 
Bernard-Soulier, purpura trombocitopenica idio- 
patica (PTI), anomalia de May-Hegglin e em 
doen^as mieloproliferativas. Nessas situates, o 
volume plaquetario medio (VPM) e geralmente 
maior que 20 fL, ou seja, as plaquetas sao pratica- 
mente do tamanho dos eritrocitos. Uma quantida- 
de elevada de plaquetas gigantes pode indicar 
uma possivel mielofibrose. 

Os analisadores hematologicos, que medem 
plaquetas pelo principio da impedancia, as vezes 
nao conseguem conta-las nem medir o seu volume 
em virtude do volume plaquetario ultrapassar o 
limiar de diferencia^ao entre plaquetas e eritroci¬ 
tos microciticos. Para corrigir esses problemas, 
deve-se solicitar contagem de plaquetas por meto- 
do alternativo ao da impedancia. E conveniente 
liberar presen^a de plaquetas gigantes no hemo¬ 
grama somente nos casos citados acima. Podem 
ser quantificadas conforme Tabela 3.20 e visuali- 
zadas na Figura 3.15. 




FIGURA 3.15 Plaquetas gigantes. 


Fonte: Adaptada de GuiatL 25 

:: MACROPLAQUETAS E MICRO PLAQUETAS 

As macroplaquetas sao plaquetas de tamanho au- 
mentado que nao chegam a ser do tamanho de pla¬ 
quetas gigantes. A presen^a de macroplaquetas esta 


correlacionada com patologias como infarto do 
miocardio, septicemia, gravidez, diabetes melito, 
hipertireoidismo, tuberculose, leucemia mieloide 
cronica, talassemia heterozigota, entre outras. 

As microplaquetas sao mais raras, porem po¬ 
dem aparecer e, nesses casos, a cita^ao de sua pre¬ 
sent no hemograma e muito importante. Pode-se 
observar microplaquetas na sindrome de Wiskott- 
- Aldrich, quimioterapia citotoxica, supressao da 
medula ossea devido a septicemia, pacientes HIV 
positivos, hipotireoidismo, insuficiencia renal cro¬ 
nica, entre outras. A quantifica^ao do tamanho 
plaquetario pode ser realizada com o auxilio con- 
junto das Tabelas 3.21 e 3.22, enquanto a Figura 
3.16 mostra macroplaquetas em sangue periferico. 


TABELA 3.21 

Quantificagao do tamanho plaquetario 

SYSMEX® SERIES XT/XE (IMPEDANCIA) 

Quantificagao 

Valor de Quantificagao das macroplaquetas 

Valores < 

reterencia 

(fL) + 1 ++ 

+ + + 

5,0 liberar 
presents de 
microplaquetas 

9,4-12,6 12,7-13,9 14,0-15,0 

>15,0 

BAYER ADVIA® 120/2120 (6PTIC0) 

Quantificagao 

Valor de Quantificagao das macroplaquetas 

Valores < 

reterencia 

(fL) + ++ 

+ + + 

5,0 liberar 
present de 
microplaquetas 

6,5-11,0 11,5-12,9 13,0-14,5 

>14,5 


TABELA 3.22 Quantificagao de macroplaquetas 

e microplaquetas 


(COMO % MEDIA POR CAMPO EM RELA^AO 


AO TOTAL DE PLAQUETAS POR CAMPO DE I.OOOx) 

5-25% 

+ 

25-50% 

+ + 

> 50% 

+ + + 




FIGURA 3.16 Macroplaquetas. 


Fonte: Adaptada de Gulati . 25 
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:: ANISOCITOSE PLAQUETARIA 

O PDW (do ingles platelet distribution width) e 
uin indiee que expressa a diferen^a de tamanho 
entre as plaquetas, ou seja, anisocitose plaqueta¬ 
ria, e pode estar aumentado em estados pre-trom- 
boticos, doen^as coronarianas, leucemias mieloi- 
des agudas e cronicas, anemia megaloblastica, 
entre outras. A presen^a de anisocitose plaqueta- 
ria e sugerida com o apoio da Tabela 3.23. 


TABELA 3.23 Anisocitose plaquetaria 

SYSMEX® SERIES 

XT/XE 

(IMPEDANCIA) 

QUANTIFICAgAO 

PDW 

VR = 9,8-16,2 fL 

> 18,0 fL: citar na observa^ao, caso a 
present de anisocitose plaquetaria 
seja confirmada na lamina 

BAYER ADVIA® 
120/2120 (6PTIC0) 

QUANTEFICAgAO 

PDW 

VR = 25-65% 

> 80,0%: citar na observa^ao, caso a 
present de anisocitose plaquetaria 
seja confirmada na lamina 


:: SATELITISMO PLAQUETARIO 
E AGREGADOS PLAQUETARIO 

As plaquetas podem se agregar ao redor de neu- 
trofilos e monocitos em uma forma^ao denomi- 
nada de “roseta”. Tal forma^ao e referenciada 
como satelitismo plaquetario. Em geral, e obser- 
vada em extensoes confeccionadas com sangue 
em EDTA. Os agregados plaquetarios podem se 
formar em decorrencia de uma pun^ao dificil em 
que houve coagula^ao parcial da amostra e em 


amostras coletadas em EDTA. Satelitismo plaque¬ 
tario e agregados plaquetarios podem conduzir a 
resultados falsamente diminuidos da contagem 
automatizada de plaquetas e sua identifica^ao e 
quantifica^ao podem dar uma no^ao da extensao 
da interference nas contagens de plaquetas. Po¬ 
dem ser quantificados conforme Tabela 3.24 e 
visualizados na Figura 3.17. 


TABELA 3. 

plaquetario 

(VALOR MEDIO POR CAMPO DE I.OOOx EM IMERSAO) 


2-3 

+ 

4-5 

+ + 

>5 

+ + + 


24 Quantificagaode satelitismo 
e agn 
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Existem algumas situates que provocam con- 
troversias na contagem diferencial de leucocitos, 
como a diferencia^ao entre neutrofilos e basto- 
netes, linfocitos e monocitos, linfocitos e linfoci- 
tos atipicos. Considerando que profissionais for- 
mados em epocas diferentes e por universidades 
diversas possam trabalhar juntos nos laborato¬ 
ries de hematologia e considerando, ainda, que 
esses profissionais aprenderam a morfologia das 
celulas do sangue com algumas pequenas varia¬ 
nces regionais e de acordo com o professor que as 



Satelitismo plaquetario Agregados plaquetarios 


FIGURA 3.17 Satelitismo plaquetario e agregados plaquetarios. 


Fonte: Adaptada de Gulati . 25 
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ensinou, torna-se importante uniformizar os cri¬ 
terios morfolbgicos para a classifica^ao dos prin¬ 
cipals tip os de celulas do sangue em cada labora¬ 
tory de hematologia. Essa uniformiza^ao de 
criterios otimiza a reprodutibilidade e comparabi- 
lidade entre diferentes microscopistas. Os crite¬ 
rios morfologicos para cada tipo celular devem 
estar detalhadamente descritos em procedimen- 
tos operacionais padrao e devem ser seguidos a 
risca por todos os profissionais do mesmo labora¬ 
tory de hematologia. 

O bastonete e, sem duvida, a celula que mais 
controversias provo ca na contagem diferencial. 
Muitas vezes, criterios pessoais de diferencia^ao 
sao utilizados, mas esses nao encontram respaldo 
na literatura internacional. No Capitulo 8 (Serie 
branca: leucograma), estao descritos criterios 
morfologicos para a diferencia^ao entre neutrofi- 
los e bastonetes. Percebe-se que existem inumeros 
criterios descritos por varios autores importantes. 
Nenhum deles esta errado; contudo, quando se 
trabalha em um mesmo laboratory, todos devem 
falar a mesma lingua, ou seja, utilizar o mesmo 
criterio morfologico de diferencia^ao. 

Como exemplo de criterio morfologico para 
bastonetes, segue abaixo uma descri^ao que foi re- 
tirada do procedimento operacional padrao 
(POP) de um laboratory de hematologia de gran¬ 
de porte, cujos profissionais chegaram a esse con- 
senso apos pesquisas bibliograficas e discussao 
entre os pares. 


O neutrofilo bastonete e uma celula madura 
da linhagem granulocitica, com a forma do nucleo 
curvada ou em bastao, e que nao desenvolveu um 
filamento de cromatina. Se a cromatina e vista na 
ponte que une os lobulos, essa celula e um bastao, 
a nao ser que o nucleo esteja sobreposto ou dobra- 
do e que a constr^ao da parte mais estreita da 
ponte que une os lobulos seja menor que dois ter- 
90 s da parte mais larga do nucleo. Neste caso, o 
neutrofilo deve ser classificado como segmentado. 

No Capitulo 4, Qualidade em hematologia, 
descreve-se como fazer a compara^ao microscopi- 
ca interobservadores da contagem diferencial de 
leucocitos com o auxilio da tabela de Rumke. A 
Figura 3.18 mostra exemplos de neutrofilos seg- 
mentados, bastonetes e a concordancia interob¬ 
servadores encontrada em um estudo realizado 
por van der Meer e colaboradores . 29 

Os linfocitos atipicos ou reativos tambem sao 
celulas que geram controversias em rela^ao a clas- 
sifica^ao morfologica, uma vez que possuem 
grande varia^ao de tamanhos, formas e intensida- 
de da basofilia. A Tabela 3.25 resume as princi¬ 
pals caracteristicas dos linfocitos atipicos ou rea¬ 
tivos. Para mais detalhes, ver Capitulo 8 , Serie 
branca: leucograma. 

O CLSI recomenda que os linfocitos sejam 
contados em qualquer quantidade e em tod as as 
amostras. Dessa forma, o laudo do hemograma 
deve conter um campo especifico para linfocitos 
atipicos . 30 
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FIGURA 3.18 Neutrofilos segmentados e bastonetes. 


(A), 27 celulas com um acordo de > 75% para neutrofilo segmentado; (B), 14 com um acordo de > 75% para neutrofilo bastonete; (C), 32 
celulas com acordo < 75% para segmentado ou bastonete. 

Fonte: van der Meer e colaboradores . 29 
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TABELA 3.25 Variances morfologicas dos linfocitos atipicos 


VARIATES DE 
LINFCCITOS ATiPICOS 


CARACTERlSITICAS MORFOL6GICAS 


Monocitoide CeluEa grande, nucleo convolute, citoplasma abundante com basofilla 

variavel, podendo apresentar vacuolos e granulos. Apresenta 
morfologia semelhante ao monocito 


Plasmocitoide ou Possuem citoplasma escasso com basofilia difusa e geralmente intense, 

linfoblastoide 0 nudeo pode apresentar nudeolos. 0 formato lembra urn plasmocito 

ou urn iinfobiasto 


Ameboide Caracteriza-se por ter morfologia ameboide porque emite proje^bes 

citoplasmaticas irregulares que, muitas vezes, contornam os eritrocitos. 
0 citoplasma apresenta-se basofilico, principalmente junto a membrana 
citoplasmatica 




Sempre que a contagem de eritroblastos ou de frag- 
mentos de nucleos de megacarioeitos na lamina for 
superior a 10/100 leucocitos contados, deve-se fazer 
a corre^ao da contagem automatizada de leucoci¬ 
tos, uma vez que ambos sao considerados como 
leucocitos na maioria dos analisadores hematologi- 
cos. A corre^ao e realizada da seguinte forma: 

Leucocitos corrigidos = Leucometria Global x 100 / 

100 + numero de eritroblastos e/ou fragmentos 
de nudeo de megacariocito 

No caso dos eritroblastos, tal procedimento 
nao precisa ser realizado se o laboratorio possuir 
analisadores hematologicos que contem eritro¬ 
blastos nas amostras de sangue total. Nesses ca- 
sos, o analisador ja fornece a contagem de leucoci¬ 
tos corrigida. A Figura 3.19 mostra eritroblastos e 
fragmentos de nucleo de megacarioeitos. 



A enfase principal em emitir um resultado de he- 
mograma e poder transmitir, em numeros e pala- 
vras para os profissionais que leem os resultados, 
os dados significativos observados na extensao 
sanguinea. O relatorio deve ser redigido de forma 
clara e concisa. Nao se deve assumir que o profis- 
sional que le o resultado tenha total conhecimento 
do significado clinico de todas as altera^oes mor- 



Eritroblastos Fragmento de nucleo 

de megacariocito 


FIGURA 3.19 Eritroblastos e fragmentos de 
nucleo de megacarioeitos. 


Fonte: BIoodLine Image Atlas 31 e Laborlexikon . 32 

fologicas descritas. Portanto, os profissionais do 
laboratorio de hematologia devem ser encorajados 
a fixar comentarios sobre os possiveis significados 
clinicos dos achados morfologicos mais impor- 
tantes, assim como a^oes a serem tomadas. 

Nas situates em que a lamina esta aparente- 
mente normal, o comentario “a analise microsco- 
pica concorda com o resultado automatizado” 
poderia ser usado para sugerir que nenhuma in¬ 
formal ao adicional foi obtida a partir da avalia^ao 
da lamina de sangue periferico. A Tabela 3.26 
apresenta alguns cenarios morfologicos e exem- 
plos de possiveis comentarios que poderiam ser 
utilizados em situates em que a observa^ao da 
lamina de sangue periferico traz informa^oes cli- 
nicamente relevantes. 
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TABELA 3.26 Achados do sangue periferico e contagens automatizadas e sugestoes de comentarios para 
serem reiatados no hemograma 

ACHADO 

SUGESTAO DE COMENTARIO 

Microcitose, hipocromia, 
eliptocitos, dacriocitos, 
codocitos e acantocitos 

Sugere-se fazerestudos com ferro para excluira sua deficiencia e eletroforese de hemoglobina 
para exduir hemogiobinopatia 

Dupla populate eritrocitaria 

Uma combinagao de eritrocitos microciticos e normociticos foi observada. (sso pode representar 
anemia ferropriva pardalmente tratada, transfusao de sangue e anemia sideroblastica. A 
correlagao clinica e laboratorial se faz necessaria 

Esquistocitos e 
trombocitopenia 

Sugestivo de processo herrolitico microangiopatico com trombocitopenia. £ necessaria a 
correlagao cimica e laboratorial para exduir CIVD, PTT, sindrome hemolitico-uremica, sindrome 
HELLP, vasculite, infeegao 

Esferocitose 

Sugere-se investigagao de causas hemoliticas induindo contagem de reticulocitos, bilirrubina, 
haptoglobina, LDH e Coombs direto. Reagao transfusional ou esferocitose hereditaria devem ser 
consideradas 

Agiutinagao eritrocitaria 

Sugere-se investigagao de causas hemoliticas, induindo contagem de reticulocitos, bilirrubina, 
haptoglobina, LDH, Coombs direto e pesquisa de crioaglutininas para acessar a importancia 
desse achado 

flou/eaux 

Sugere-se realizar imunoeletroforese para pesquisar proteina monoclonal, infeegao e estado 
inflamatorio devem serexduidos 

Queratocitos, poficromatofilia, 
esquistocitos, entre outras 
mudangas oxidativas 

Sugere-se investigagao de causas hemoliticas, induindo contagem de reticulocitos, bilirrubina, 
haptoglobina, LDH e Coombs direto. Pesquisa de corpos de Heinz deve ser realizada. Devem ser 
considerados deficiencia de G6PD, medicamentos oxidantes, efeito de toxinas e presenga de 
hemoglobinas instaveis 

Neutropenia isoiada 

Sugere-se exduir processo infeccioso, efeito de medicagao, processo imune, endocrinopatia e 
anormalidades da meduta ossea 

Macrocitose 

Sugere-se exduir deficiencia de acido folico e vitamina B 12 , efeito de medicagao, doenga hepatica 
e da tireoide, uso de alcooi, reticuiocitose e anormalidades da medula ossea 

Trombocitopenia isoiada 

Trombocitopenia sem agregados plaquetarios e esquistocitos. Sugere-se exduir PTI, efeito de 
medicagao, infeegao, hiperesplenismo e anormalidades da medula ossea 

Trombocitopenia com 
agregados plaquetarios 

Presenga de agregados plaquetarios na lamina. Contagem automatizada de plaquetas prejudicada. 
Sugere-se solicitar nova amostra em citrato de sodio para confirmagao da contagem de plaquetas 

Linfocitose com atipia 
morfologica 

Sugere-se exduir infeegao viral e realizar imunofenotipagem para classificar subtipos de linfocitos 

Trombocitose 

Correiacionar dinica e laboratoriaimente para causas reativas {deficiencia de ferro, estados 
inflamatorios, pos-cirurgico, infiftragao medular e etc.) e causas primarias (doengas 
mieioproiiferativas) 

Codocitos, acantocitos e 
ponteados basofiios 

Sugere-se exduir doenga hepatica, obstrugao biliar e hemogiobinopatia 

Ponteados basofiios 
grosseiros 

Sugere-se exduir Intoxicagao por chumbo 

Equinocitos 

Sugere-se exduir doenga renal, hipofosfatemia e causa artefatual 

Blastos > 20% das celulas do 
sangue periferico 

Descrever os blastos quando necessario. Resultado consistente com leucemia aguda. Visualizar 
bastonetes de Auer, condizentes com leucemia miefoide aguda. Sugere-se correiacionar 
imunofenotipagem, mielograma e citogenetica 


Blastos < 20% das celulas do 
sangue periferico 

Descrever os blastos quando necessario. Esse resultado pode representar uma mielodisplasia, 
leucemia aguda, infiltragao medular ou urn processo reativo. Correiacionar achados 
dlnicos com mielograma 

Parasitas da malaria 

Especificar genero e subespecie 


CIVD, coagulagao intravascular disseminada; PTT, purpura trombocitopenica trombotica; LDH, desigrogenase lactica. 

Fonte: Adaptada de Barth . 19 
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AUTOMATA!) DA LEITURA 
DE LAMINAS DE HEMOGRAMA 


A automa^ao da leitura de laminas de hemogra- 
mas tornou-se possivel devido a novas tecnologias, 
corao a digitalizanao das imagens de uma exten- 
sao sanguinea seguida de analise por redes neurais 
artificials. A analise neural e um software instala- 
do em um si sterna automatizado digital para mor- 
fologia celular que analisa e identifica os diferen- 
tes subtipos de leucocitos, fornece a contagem 
diferencial, alem de analisar e quantificar as alte- 
ra<j:6es da serie vermelha e das plaquetas. Os pro- 
fissionais podem fazer a revisao morfologica das 
celulas na tela do computador da mesma forma 
como fariam em um microscopio. Na revisao dos 
leucocitos, podem ser feitas altera^oes quando as 
celulas nao sao identificadas corretamente ou, 
simple smente, aceitar o diferencial digital. As alte- 
ra^oes da serie vermelha e das plaquetas sao quan- 
tificadas em cruzes, conforme configura^ao esta- 
belecida pelos usuarios. Essa tecnologia possibilita 
melhoras na precisao do diferencial, aumenta a 
velocidade de leitura das l&minas, permite padro- 
nizar a leitura entre profissionais, alem de dimi- 
nuir o tempo de libera^ao dos resultados. Permite 
enviar pela rede (e-mail), celulas nao identificadas 
eletronicamente para que outros profissionais em 
outros locais forne^am uma segunda opiniao. Essa 
a^ao recebe o nome de tele-hematologia, ou seja, 
hematologia a distancia. E possivel, ainda, rastrear 
no banco de imagens do equipamento resultados 
anteriores de pacientes em nivel celular individu¬ 
al, permitindo, por exemplo, visualizar determi- 
nadas celulas anteriormente ao inicio da quimio - 
terapia citotoxica. Por fim, pode ser utilizado 
como ferramenta de ensino e aprendizagem pelo 
fato de bibliotecas digitais estarem incluidas em 
seu software. Entre os equipamentos que fazem a 
analise digital da limina, pode-se citar o CellaVi- 
sion™ DM96 e o CellaVision™ DM1200 (Lund, Sue- 
cia). A aplica^ao desses equipamentos vai alem do 
hemograma; inclui analise digital de liquidos bio - 
logicos e, ate mesmo, medula ossea. 31 - 32 ’ 33 ’ 34 A Fi- 
gura 3.20 mostra, resumidamente, detalhes desse 
equipamento. 


crit£rios de libera^Ao de 

RESULTADOS DE HEMOGRAMAS 
AUTOMATIZADOS SEM A REVISAO 
MICR0SC6PICA DA LAMINA 


Na hematologia laboratorial atual, devido as ne- 
cessidades de redu^ao de custos e do tempo de li- 
bera^ao dos resultados, tern havido um grande 
interesse em encontrar maneiras de diminuir a 
quantidade de resultados de hemogramas auto¬ 
matizado s que devam ser revisados microscopic a- 
mente sem sacrificar a sua qualidade. O prepare, a 
colora^ao e a revisao microscopica das laminas de 
hemogramas estao entre as tarefas mais demora- 
das do lab oratorio de hematologia, alem de reque- 
rerem elevada competencia tecnica dos profissio¬ 
nais envolvidos. 

Os criterios de revisao t£m por objetivo dar 
conformidade a resultados anomalos, verificando 
sua autenticidade mediante uma serie de regras de 
decisao pre-definidas pelo laboratorio, indicando 
a realiza^ao de a^oes, sendo a principal o preparo 
adequado de uma lamina de sangue periferico 
para revisao microscopica e, conforme o caso, 
contagem diferencial manual de leucocitos. 

A Tabela 3.27 mostra uma serie de criterios 
sugeridos para avaliar a necessidade de revisao 
microscopica dos resultados automatizados e 
tambem mostra a^oes que devem ser tomadas 
conforme o caso. Quando tais criterios sao utili¬ 
zado s, a quantidade de resultados falsos negativos 
(nao revisados microscopicamente, mas com al- 
guma altera^ao morfologica relevante) nao deve 
ultrapassar 5%, e a taxa de revisoes microscopicas 
deve diminuir em pelo menos 30%. 13 > 24 E impor- 
tante salientar que cad a laboratorio deve desen- 
volver e validar seus proprios criterios de revisao, 
levando em conta fatores intrinsecos de cada ins- 
titui^ao no que diz respeito ao tipo de popula^ao 
atendida, achados microscopicos de significado 
clinico relevante e observances tecnicas pertinen- 
tes. O trabalho de Barnes e colab or ado res 24 forne¬ 
ce as diretrizes para se realizar a validanao dos 
criterios de revisao de laminas, de modo que cada 
laboratorio possa, ao longo do tempo, ampliar os 
ranges de triagem e, mesmo assim, obter taxas de 
falsos negativos aceitaveis. 
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As laminas coradas sao 
identificadas com codigos 
de barra e apos sao 
introduzidas nos cassetes 



Os cassetes com as laminas sao mtroduzldos no equipamento. 
t feita a leitura automatizada de cada lamina, e os resultados 
sao enviados para o computador para posterior 
analise do profissional do laboratorio 
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Modelo de tela de libera^ao dos resultados 


3.20 CellaVision™ DM1200. Sistema automatizado digital para morfologia celular. 


Fonte: CellavisiorL 33 


TAB EL A 3.27 Criterios sugeridos para revisao microscopica de resultados de hemogramas 


CRITERIO 

PARAMETRO 

LI MITES PARA TRIAGEM 

A^OES PROPOSTAS 

1 

Leucocitos 

< 4,0 x lOVpL ou >12,0 x 10 3 /pL 

Revisao microscopica da lamina de hemograma (RMLH) 
e confirmar ieucopenia ou leucocitose por meio de 
estimativa em lamina 

2 

Neutrofilos# 

< 1,8 x 10 3 /pLou 
> 7,0 x 10 3 /pL 

RMLH e, se necessario, CDLM 

3 

Neutrofilos % 

< 38% ou > 70% 


4 

Linfocitos # 

< 0,8 x 10 3 /piL ou > 5,0 x 10 3 /pL (aduitos) e 
> 7,0 x 10VpiL (crian^as < 12 anos) 


5 

Linfocitos % 

< 20% ou > 50% 


6 

Monocitos # 

< 0,1 x 10 3 /pL ou > 1,3 x 10 3 /pL (adultos) 
e > 2,0 x 10 3 /pL (criangas < 12 anos) 


7 

Monocitos % 

< 1% ou > 12% 


r 8 

Eosinofilos # 

> 2,0 x 103 /jjL 


9 

Eosinofilos % 

> 20% 


10 

Basofilos# 

> 0,3 x 10 3 /pL 


11 

Basofilos % 

>2% 



(cont/nua) 
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TABELA 3.27 Criterios sugeridos para revisao microscopica de resultados de hemogramas (continuafaoj 

CRITERIO 

parAmetro 

L1MITES PARA TRIAGEM 

A^OES PROPOSTAS 

12 

Hemogiobina 

< 9,5 g/dLou > 18,0 g/dL 

RMLH e verificar morfoiogia de serie vermelha 

13 

VCM 

< 77 fL (adultos) e 

< 74 fL (crian^as ate 12 anos) ou > 100 fL 

RMLH e checar microcitose e macrocitose 

14 

CHCM 

<31,5 g/dL 

RMLH, checar hipocromia e verificar tempo decorrido apos 
col eta 

15 

CHCM 

> 36,5 g/dL 

RMLH, checar lipemia, hemoiise, hiperleucocitose, 
aglutina0o dos eritrocitos, rela^ao sangue, anticoaguiante 
e presen ga de esferocitos 

16 

RDW-CV 

> 17,0% 

RMLH e checar anisocitose 

17 

RDW-SD 

> 65 fL 

18 

Reticulocitos 

> 0,150 x 106/jjL ou> 2,5% 

RMLH e checar policromatofilia 

19 

Plaquetas 

< 100 x 10VpL ou> 600 x 103/pL 

RMLH e estimar contagem de plaquetas na lamina por 
metodo indireto para confirmartrombocitopenia ou 
trombocitose 

20 

VPM 

< 5,0 fL ou > 12,0 fL 

RMLH e checartamanho e morfoiogia piaquetaria 

21 

Flags 

suspeitos 

Immature Granulocytes {Granulocitos 
imaturos- metamielocitos, mielocitos e 
pro-mielbcitos) 

Left shift {Desvio nuclear a esquerda) 

Atypical L imphocytes (Linfocitos atipicos) 

8/asts (Biastos) 

RMLH e, se necessario, CDLM 



Nucleated Red Blood Cells (Eritroblastos) 

RMLH e, caso seja positivo, contar eritroblastos/100 
leucocitos. Se > 10%, corrigir contagem global de 
leucocitos 



RBC Fragments (Fragmentos 
eritrocitarios) 

RMLH e checar presenga de esquistocitos 



Dimorphic RBC Population (Dupla 
popula^ao de eritrocitos) 

Checar grafico de distribui^ao de volume eritrocitario, 
observar valor de RDW e verificar anisocitose na lamina 



RBC Lyse resistance (Eritrocitos 
resistentes a lise) 

Passar novamente a amostra e, caso seja positivo, fazer 
revisao microscopica da lamina e checar se ha morfoiogia 
eritrocitaria anormal 



R/afe/et C/umps (Agregados plaquetarios) 

Checar presenga de coagulos na amostra e agregados 
plaquetarios na lamina 



Turbidity/HGB Interference 
(Interferencia na dosagem de 
hemogiobina devido a turbidez da 
amostra) 

Checar lipemia na amostra. Se a amostra for lipemica, 
retirar o plasma e substituHo por igual parte de solu^ao 
saEina ou diluente do analisador e passa-la novamente. 
Considerar apenas a hemogiobina e refazer o caiculo das 
constantes eritrocitarias 



Large platelets (Plaquetas gig antes ou 
macroplaquetas) 

Checar present de plaquetas gigantes e macroplaquetas 
na lamina 

22 

TODOS 

Se for recem-nascido 

Fazer RMLH e CDLM 

23 

(*) e {----) 

Esses sinais, ao lado das contagens, 
indicam, respectivamente, que os 
resultados da contagem diferencial 
nao sao confiaveis ou que a contagem 
diferencial nao esta disponivel para a 
amostra em questao 



(continua} 
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TABELA 3.27 Criterios sugeridos para revisao microscopica de resultados de hemogramas (continuagao) 

CRSTERIO 

PARAMETRO 

LIMITESPARA TRIAGEM 

AgOES PROPOSTAS 

24 

TODOS 

Limites de Delta Check extrapolados 

RMLH e, se necessario, CDLM 




Cada laboratorio deve avaliar a possibilidade de 
implantagao das regras de Delta Check em virtude da 
compiexidade de implantagao das mesmas no sistema de 
informagao do laboratorio 


CDLM, contagem diferencial de leucocitos manual; RMLH, revisao microscopica da lamina de hemograma, 
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QUALIDADE EM HEMATOLOGIA 



Os laboratories de analises cllnicas vem realizando, ha mais de 150 anos, servi- 
90 s essenciais no apoio a pratica medica no Brasil, sobretudo pelos resultados 
dos exames laboratoriais terem grande influencia na conduta diagnostica e tera- 
peutica dos pacientes. Contudo, hoje, os laboratories clinicos estao rapidamente 
se transformando em linhas de produ^ao de exames, devido a elevada taxa de 
automatiza^ao dos processos, que e impulsionada, principalmente, pela rapidez 
de execu^ao dos exames e pela diminui^ao geral dos custos dos testes. Is so e al- 
can^ado pela implanta^ao de diversas fun^oes analiticas em estates de trabalho 
individuals que sao operadas com minima supervisao humana. Tal fato visator- 
nar os laboratories cada vez mais eficientes e competitivos perante o mercado da 
medicina laboratorial . 1 * 2 

Toda essa transforma^ao, apesar de trazer beneficios, como a padroniza^ao 
de metodos e diminui^ao do erro humano em fun^ao do trabalho intenso e repe¬ 
titive, caso nao seja devidamente controlada por profissionais capacitados, po- 
dera reduzir a qualidade dos servi^os laboratoriais. Entre os fatores que podem 
comprometer a qualidade, incluem-se a forma^ao de fusoes entre grandes labo¬ 
ratories, a diminui^ao do numero de funcionarios concomitante ao aumento da 
carga de trabalho, pouca enfase na forma^ao de especialistas e baixos salarios, 
que ocasionam alta taxa de flutua^ao dos profissionais e contrata^ao de funcio¬ 
narios temporaries que, muitas vezes, nao desenvolvem uma rela^ao substancial 
de comprometimento com o trabalho. 

Na atual conjuntura em que se inserem os laboratories de hematologia, ha a 
necessidade de profissionais comprometidos e que reciclem e aprofundem seus co- 
nhecimentos no intuito de saber o momento certo de se fazer uma interven^ao hu¬ 
mana nos equipamentos ou complementar informa^oes fornecidas pela automa^ao. 

O que jamais pode ser deixado em segundo piano pelos laboratories e a obri- 
ga^ao etica de produzir dosagens e determina 9 oes confiaveis e reprodutiveis, de 
acordo com boas praticas laboratoriais que garantam o fornecimento de resulta¬ 
dos inequivocos e relevantes para o problema clinico em questao. Ha tambem 
uma obriga 9 ao moral no sentido de possibilitar o avan 90 na carreira dos profis¬ 
sionais do laboratorio por meio de capacita 9 oes, pesquisas e contato com inova- 
9 oes tecnologicas, proporcionando saude, seguran 9 a e satisfa 9 ao pessoal no de- 
curso laboral. Todas essas intenoes representam boas praticas de laboratorio, e 
os mecanismos para alcana-las devem ser considerados na gestao da qualidade . 1 

A automa 9 ao no setor de hematologia vem crescendo substancialmente nos 
ultimos anos, e os fabricantes oferecem cada vez mais funoes em seus analisado- 
res hematologicos, tais como autoverifica 9 ao de resultados, facilidade de manuten- 
9 ao e proto colos de interfaceamento simplificados. Essas funoes contribuem para 
diminuir a intera 9 ao humana com os analisadores, assim como a taxa de revisoes 
microscopicas, a fim de facilitar o fluxo de trabalho e diminuir o tempo de libera- 
9 ao dos resultados. 







72 Hematologia laboratorial: teoria e procedimentos 


A interferencia humana deve ser direcionada 
para a verifica^ao dos resultados gerados pelos 
analisadores hematologicos, para uma correta 
avalia^ao do controle inter no de qualidade, para 
tomadas de decisao com base na analise de regras 
pre-definidas, para verifica^ao e analise das ca- 
racterlsticas de desempenho analitico dos conta- 
dores, para a participa^ao em programas de ava- 
lia^ao externa de qualidade e, principalmente, 
para “conversa” entre o profissional do laborato¬ 
ry e os analisadores hematologicos, conversa esta 
que e realizada no momento da revisao microsco- 
pica e quando o observador confirma e comple- 
menta informa^oes fornecidas pelos analisadores, 
garantindo que estas sejam pertinentes e relevan- 
tes para a conduta medica por meio de um resulta- 
do de alta qualidade. 


COMO ESCOLHER 0 ANALISADOR 
HEMATOL0GICO IDEAL 


Atualmente, a situa^ao ideal e que o laboratory 
de hematologia tenha um analisador hematologi- 
co que fa^a a diferencial de leucocitos em 5 partes, 
que for neb a o valor de RDW, forne^a as constan- 
tes plaquetarias e realize a contagem automatiza- 
da de reticulocitos. Essa situa^ao ideal nao e pos- 
sivel em muitos laboratories de analises clinicas 
devido a rela^ao entre custo e beneficio. Os labo¬ 
ratories se deparam, atualmente, com uma oferta 
muito grande de aparelhos no mercado, tornando 
a escolha do analisador adequado para a rotina 
um processo trabalhoso. Tal processo ja esta en- 
globado na gestao da qualidade, que envolve pes- 
quisa sobre as caracteristicas tecnicas do aparelho 
e que demanda tempo. Em contrapartida, tern a 
vantagem de nao gerar problemas e arrependi- 
mentos futuros, caso a escolha seja bem feita. O 
Quadro 4.1 traz criterios gerais que devem ser se- 
guidos para a escolha do analisador hematologico. 

O primeiro criterio se refere ao tipo de servi^o 
que o laboratory atende. Se um servi^o de oncolo- 
gia faz parte do atendimento laboratorial, o apare¬ 
lho deve estar capacitado a contar, com eficiencia, 
valores, muitas vezes, bastante diminuidos de leu¬ 
cocitos e plaquetas nos pacientes em tratamento 
quimioterapico. Dependendo do tipo de atendi¬ 
mento, pode ser importante que o aparelho esteja 
capacitado a realizar a contagem automatizada de 
reticulocitos ou fazer a contagem de celulas CD4 e 
CD8. Nesse criterio, o laboratory deve estabelecer 


QUADRO 4.t Criterios que devem ser seguidos 
para a escolha do aparelho de automagao 


1. Aparelho de automagao x dientela do laboratorio 

2. Numero de hemogramas/dia x amostras/hora do aparelho 

3. Relagao custo/beneficio 

4. Controle de qualidade 

5. Instalagao do aparelho 

6. Assistencia tecnica 

7. Interfaceamento 

8. Capacitagao dos funcionarios 

9. Funcionalidade efacilidades 


o perfil laboratorial em fun^ao dos services que ele 
atende. Alem disso, deve-se levar em conta as pos- 
sibilidades futuras de atendimento do laboratorio. 

O segundo criterio considera quantos hemo- 
gramas o setor de hematologia realiza diariamen- 
te e qual a capacidade do equipamento (amostras/ 
hora). Tambem devem ser levadas em considera¬ 
bly as possibilidades futuras de expansao do aten¬ 
dimento do laboratorio. 

A relabao custo/beneficio deve ser analisada 
em dois aspectos: o primeiro deve levar em conta 
o custo dos reativos, dos controles diarios e cali- 
bradores e das manutenboes de que o aparelho ne- 
cessita. A partir disto, cakula-se o custo de cada 
hemograma realizado pelo aparelho. O segundo 
aspecto se refere aos objetivos que o laboratorio 
pretende alcazar com a aquisibao do analisador 
hematologico: somente agilizar a rotina, ter novos 
parametros para melhorar a qualidade pos-anali- 
tica do hemograma, divulgar de novos parame¬ 
tros junto aos clinicos e clientes ou agilizar a roti¬ 
na para poder implantar tecnicas hematologic as 
ate entao nao realizadas. 

O controle de qualidade do aparelho se refere 
aos controles diarios (normal, alto e baixo) e aos 
calibradores. Neste item, deve ser investigado se o 
fabricante fornece estes controles. Outro item 
muito importante e a instalabao do aparelho, em 
que deve ser verificada a qualidade da rede eletri- 
ca que vai alimentar o aparelho, a qual deve pos- 
suir aterramento para evitar que ruidos na rede 
eletrica interfiram nas contagens. Deve-se garan- 
tir temperaturas adequadas para o bom funciona- 
mento do analisador, de modo a nao provocar in- 
terferencias nas contagens e nos mecanismos 
hidraulicos e pneumaticos do equipamento. O 
acondicionamento adequado dos reagentes utiliza- 
dos tambem se faz necessario para evitar deteriora- 
bao dos mesmos. O local fisico onde o aparelho sera 
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instalado deve respeitar a necessidade de ventila- 
^ao, a incidencia de luz solar direta e a quantidade 
de poeira a que o contador estara sujeito. Este item 
mostra se o local onde o aparelho sera instalado 
preenche os pre-requisites exigidos pelo fabrican- 
te do equipamento. O aparelho deve ser instalado 
por um tecnico credenciado pelo fabricante e o 
mesmo deve fornecer, no laudo de instakqao e ca- 
libra^ao, detalhes de que o local onde o aparelho 
foi instalado estava de acordo com as exigencias 
do fabricante. Esse laudo e importante para que, 
em casos de problemas futuros, as conduces de 
instala^ao do aparelho nao possam ser contestadas 
pelo fabricante. 

A assistencia tecnica deve ser analisada quanto 
a eficiencia do atendimento, em termos de numero 
de tecnicos disponiveis, reposi^ao de pe^as e quan¬ 
to ao custo da assistencia. Saber se existe ou nao 
um contrato de assistencia tecnica preventiva e 
quais sao suas vantagens. E interessante que o labo¬ 
ratory entre em contato com laboratories que ad- 
quiriram o aparelho pretendido e que seja feito um 
questionamento sobre a assistencia tecnica. Nesse 
questionamento, pode-se perguntar, tambem, o 
desempenho do aparelho de um modo geral. 

Hoje, todo e qualquer analisador hematologico 
deve ser compativel com sistemas de interface a- 
mento pelo fato de se poder aumentar a produtivi- 
dade e diminuir o tempo de libera<;ao dos resul- 
tados sem expo-los a erros de digita^ao. 

Os profissionais do setor de hematologia de- 
vem ser devidamente capacitados pelo fornecedor 
do aparelho a fim de opera-los adequadamente. 
Isso inclui a passagem das amostras sanguineas 
da rotina diaria, as manuten<~6es periodicas (dia¬ 
ria, semanal e mensal, dependendo do analisador 
hematologico), o controle de qualidade e, por fim, 
a capacidade de interpretar os resultados forneci- 
dos, correlacionando-os com os histogramas e ci- 
togramas liberados pelo analisador e, principal- 
mente, a utiliza^ao dessa gama de informaq:6es 
nas revisoes das extensoes sanguineas. Pode-se, 
ainda, fazer varios questionamentos sobre o anali¬ 
sador para facilitar a vida do operador e dos pro¬ 
fissionais que farao a libera^ao dos resultados, 
conforme Quadro 4.2. 

Pelo que foi descrito, fica claro que o trabalho 
de adequar um contador a rotina do laboratory e 
arduo em fun^ao da gama de aparelhos que existe 
no mercado; contudo, ha vantagem de tranquili- 
dade futura. 5 


QUADRO 4.2 Caracteristicas dos analisadores que 
devem ser questionadas a fim de facilitar a operagao 
do analisador e a interpretagao dos resultados 


■ Quao facil e amigavel e o sistema operacional do analisador 
em relaqao a outros analisadores que estao sendo avaliados? 

■ Quais problemas podem surgir decorrentes das avaliaqoes 
internas das caracteristicas do analisador? 

■ Quao grande e o nivel de ruido e de calor gerados pelo 
analisador em relaqao a outros analisadores que estao sendo 
avaliados? 

■ Os alertas morfologicos {flags} sao faceis de interpretar? 

■ A analise dos controles e de facil operaqao e visualizaqao? 

■ Quao rapidamente consegue-se recuperar resultados 
armazenados na memoria do analisador? 

■ t facil e rapida a utiiizaqao do analisador em grandes rotinas? 

■ Pode-se interromper facilmente o analisador para que 
amostras de urgencia e emergencia sejam priorizadas? 

■ A mudanqa do modo fechado para o aberto e rapida ou pode 
atrasar a rotina? 

■ As racks sao faceis de manusear com relaqao a carregar e 
descarregar os tubos? 

■ E possivel carregar tubos de diferentes tamanhos nas racks 
do sistema fechado? 

■ £ facil rastrear amostras apos serem analisadas, no caso 
de precisar repetir a analise, confeccionar uma lamina ou 
disponibilizar o material para outro teste? 

■ Ocorrem muitos problemas de congestionamento de racks no 
modo fechado (aufosamp/er)? 

■ t facil revisar as amostras na tela de dados armazenados do 
analisador? 

■ E possivel transmits varias amostras ao mesmo tempo dos 
dados armazenados para o programa de interfaceamento ou 
para impressao? 

■ Quantos codigos de barra nao sao lidos em uma bateria 
de amostras analisadas? I: possivel corrigir ou editar a 
identificaqao dos pacientes? 

■ Amostras com pouco volume sao detectadas? Como o 
operador e notificado desses casos? 

■ As manutenqoes sao faceis de serem realizadas? 

■ Ha riscos de contaminaqao do operador durante as 
manutenqoes? 

■ 0 manual do analisador possui instruqoes para resoluqao de 
problemas? 

■ 0 analisador possui mensagens de aqoes corretivas em seu 
software? 

■ 0 software do analisador tern a capacidade de realizar DELTA 
CHECKS nos resultados dos pacientes? 

■ 0 analisador hematologico pode contar com precisao e 
exatidao amostras com contagens baixas de leucocitos, as 
quais podem ser encontradas em pacientes em tratamento 
de leucemias? 

■ 0 analisador pode distinguir a diferenqa entre leucocitos, 
eritroblastos e fragmentos de nudeo de megacariocitos? Se 
distinguir, ele corrige a contagem de leucocitos? 

Fonte: Adaptado de Moser e colaboradores 3 e Veillon e 

colaboradores . 4 

No laboratory de hematologia, o controle de 
qualidade e um conjunto de praticas projetadas 
para monitorar o desempenho de um sistema 
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analitico ao longo do tempo, de modo a detectar 
err os que ocorrem nas analises e prevenir a libera- 
$ao de resultados incorretos. Alem disso, tais pra- 
ticas possibilitam garantir que os resultados dos 
pacientes sejam validos e possam ser usados com 
confian 9 a pelos medicos na tomada de decisoes 
diagnosticas e terapeuticas. Cerca de 70% das de¬ 
cisoes clinicas sao feitas com base em resultados 
labor atoriais, implicando na necessidade de resul¬ 
tados confiaveis. Tal confiabilidade requer vigi- 
lancia e esfor^os por parte da equipe laboratorial. 

O controle de qualidade esta inserido na ga- 
rantia da qualidade, sendo essa ultima um termo 
amplo, que engloba as variaveis pre-analiticas, 
analiticas e pos-analiticas. As praticas de qualida¬ 
de da fase analitica incluem valida^ao de ensaios e 
equipamentos, determina^ao, monitoramento e 
manuten^ao da precisao e exatidao de um metodo 
(controle interno e externo), alem do estabeleci- 
mento de procedimentos para manter ou melho- 
rar o nivel da qualidade desejada (especifica^oes 
da qualidade). Para os analisadores hematologi¬ 
cos, estao incluidas abordagens para assegurar a 
qualidade analitica, tais como a analise de amos- 
tras retidas dos pacientes, a media movel dos pa¬ 
cientes, bem como o uso de controles comerciais. 
Cada um desses processos tern certas vantagens e 
desvantagens em termos de praticidade e capaci- 
dades de detec^ao de erros. Os principais tipos de 
erros que ocorrem nos analisadores hematologi- 
cos e coagulometros sao o erro sistematico e o 
erro randomico. 


avaliasAo de equipamentos 
hematolOgicos 


Escolher um novo equipamento, quando ha ne¬ 
cessidade de trocar o atual, e uma decisao muito 
importante, e a valida^ao dos resultados de qual- 
quer equipamento novo e essencial. Tudo isso 
para verificar as especifica^oes tecnicas dos anali¬ 
sadores e a confiabilidade dos resultados reporta- 
dos, a fim de aprovar o equipamento para o traba- 
Iho. A validaijao de equipamentos hematologicos 
e composta de procedimentos para determinar a 
inexatidao, a imprecisao intra e interensaio, impre- 
cisao entre sistemas analiticos, especificidade, sen- 
sibilidade, linearidade, arraste, correla^ao, estabili- 
dade e a^ao de interferentes e deve ser feita nao 
somente na troca de equipamentos, mas sim perio- 
dicamente ou no retorno do equipamento de uma 
manuten^ao. Em analisadores hematologicos. 


podem ser incluidas, ainda, as compara^oes entre 
o modulo aberto e o fechado, correla^ao do equi¬ 
pamento novo com a microscopia e avalia^ao dos 
alertas morfologicos das series vermelha e branca 
e das plaquetas. A Tabela 4.1 resume os procedi¬ 
mentos de valida^ao de equipamentos hematolo¬ 
gicos e de coagula^ao previos a libera^ao dos mes- 
mos para a rotina laboratorial. 

Quando se interpreta os resultados das amos- 
tras dos pacientes, e importante saber sobre a 
possivel ocorrencia de erros randomicos ou im¬ 
precisao analitica dos resultados fornecidos, inde- 
pendentemente de os resultados poderem ser in- 
fluenciados pela variabilidade biologica do 
paciente em estado de saude normal ou patologi- 
co. A avalia^ao do desempenho analitico de anali¬ 
sadores hematologicos e uma a^ao que deve ser 
realizada em todos os lab oratorios, principalmen- 
te naqueles que possuem um alto volume de 
amostras com contagens celulares muito altas ou 
muito baixas e que atendem popular oes com pos- 
sibilidade potencial de apresentar altera^oes he- 
matologicas relevantes. 610 



O Quadro 4*3 mostra uma serie de termos e con¬ 
certos relevantes e aplicados a garantia da qualida¬ 
de em laboratories de analises clinicas. 

Para facilitar o entendimento de como utilizar 
as regras de controle de qualidade no laboratorio 
de hematologia, que serao apresentadas na se- 
quencia, e importante compreender graficamente 
como o erro sistematico, o erro randomico e o 
erro total sao visualizados. A Figura 4.1 mostra 
essa rela^ao. 

Para exemplificar, pode-se utilizar a dosagem 
de hemoglobina, supondo que o valor alvo real do 
teste seja p = 15 g/dL, obtido por meio de ensaio de 
proficiencia. Ao longo de varios dias, foi passado 
diariamente tal controle no analisador hematolo- 
gico, e no final do lote do controle, determinou-se 
a media e o coeficiente de varia^ao da dosagem de 
hemoglobina. O resultado observado foi: media = 
Xm = 15,5g/dL e coeficiente de varia^o de 2%. As 
dosagens variaram 2% ao redor da media, e essa 
varia^ao reflete o erro randomico. A diferen^a en¬ 
tre ji e Xm foi de 0,5g/dL ou 3,3% e indica o afasta- 
mento da media dos resultados em rela^ao ao va- 
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TABELA 4.1 Procedimentos de validagao de analisadores hematologicos e de coagufa^ao 


TESTE 

DESCRIQAO 

NUMERO DE AMOSTRAS 

necessArias 

PROCEDI MENTO 

Imprecisao intraensaio 
ou repetitividade 
(curto prazo ou 
intracorrida) 

Analises repetidas de amostras de 
pacientes ou de controles comerciais 

3 amostras com niveis baixo, 
normal e alto dos analitos 
em questao 

Analisar cada amostra pelo 
menos 10 vezes dentro de 
urn curto espago de tempo 
{< 1 hora) 

Imprecisao interensaios 
ou reprodutibilidade 
(medio prazo ou 
intercorrida) 

Analises repetidas de amostras de 
pacientes ou de controles comerciais 

3 amostras com niveis baixo, 
normal e alto dos analitos 
em questao 

Analisar cada amostra pelo 
menos 10 vezes dentro de 

12 horas 

Imprecisao interensaios 
ou reprodutibilidade 
(longo prazo ou interdia) 

Analises repetidas de controles 
comerciais 

2 ou 3 niveis de controles 

Analisar as amostras durante 
pelo menos 10 dias ou ate 
terminar o lote do controle 

Linearidade 

Analise de diluigoes seriadas de urn 
analito em altas concentrates para 
determinar o intervalo analitico de 

medico 

Amostras com valores 
elevados dos analitos em 
questao 

Analisar as amostras logo 
apos as dilutes serem 
feitas 

Sensibilidade analitica 

Analise de diluigdes seriadas de urn 
analito para determinar a exatidao e 
precisao em limites baixos 

Podem ser utilizadas varias 
amostras para cobrir todos 
os parametros da rotina 

Analisar as amostras logo 
apos as dilutes serem 
feitas 

Sensibilidade dinica dos 
alertas morfologicos 

Selecionar amostras da rotina 
e verificar a sensibilidade, 
especificidade, valor preditivo positivo, 
valor preditivo negativo e eficiencia do 
alerta morfologico em questao 

Pelo menos 500 amostras 
representatives do dia a 
dia de trabalho do setor de 
hematologia 

As amostras devem ser 
selecionadas dentro de 1 

semana 


Estudos de correlagao 
com o metodo de 
referenda 

As amostras devem ser analisadas 
por metodos de referenda ou no 
analisador referenda e naquele que 
sera implantado 

Pelo menos 100 amostras 

As amostras devem ser 
recolhidas dentro de urn 
periodo de 20 dias 

Estabiiidade 

Amostras de pacientes normais e 
doentes devem ser armazenadas 
apropriadamente e analisadas 
sequencialmente para determinar o 
maior periodo de tempo que as amostras 
podem ser armazenadas e analisadas 

Pelo menos 10 amostras 

Ate os resultados mostrarem 
grandes diferengas entre si 

Arraste 

Analise de uma amostra com elevada 
concentragao de urn determinado analito 
seguida da analise de uma amostra com 
baixa concentrate do analito 

Pelo menos 3 amostras 

As amostras devem ser 
analisadas no mesmo dia 

Estudos de interferentes 

Aumentar a concentragao de possiveis 
interferentes (hemolise, lipemia, 
relagao sangue/anticoagulante) 

Depende das concentrates 
das substancias interferentes 
a serem testadas 

As amostras devem ser 
analisadas no mesmo dia 


Nota: os resultados obtidos na validagao devem ser julgados em comparagao com os valores especificados nos manuais dos equipamentos 
ou em literaturas espedficas ou espedficagoes com base na variagao biolbgica, 



Termos e defini^oes aplicados a garantia da quaiidade 



Controle de 
quaiidade 

fnclui procedimentos estatlsticos e nao estatlsticos realizados diariamente e estrategias para garantir que os 
resultados sejam precisos e exatos de modo a fornecer interpretagoes corretas 

Erro 

randdmico 

Erro que ocorre em urn sentido positivo e/ou negativo e cuja ocorrencia, diregao e magnitude nao podem ser 
previstas. £ sindnimo de imprecisao 


(continua) 
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QUADRO 4.3 Termos e definigoes aplicados a garantia da qualidade (continuagao) 


|j ^ “js I M 11 u 

Erro 

sistematico 

£ um erro que ocorre em determinado sentido {uma mudanga sistematica) entre um valor observado e o valor 
real do analito. Pode ser o mesmo ao longo de um intervalo de medigoes (bias constante) ou alterado conforme 
mudangas na concentragao de um analito (vies proporcional) 

Erro total 

Erro randomico + erro sistematico 

Erro total 
permitido 

£ um requisito de qualidade analitica que coloca um limite para a quantidade de erros aleatorios e sistematicos tolerados 
para a determinagao de um teste. 0 erro total permitido deve refletir o grau de variagao que deve ser detectado de modo 
a nao influenciar na tomada de decisao clinica. Deve ser determinado para cada parametro individual 

Especificagoes 
da qualidade 

Requisitos do processo analitico para garantir que os resultados produzidos pelo laboratorio atendam a um nivel de 
qualidade desejado. Correlaciona-se com erro total permitido, erro randomico e erro sistematico 

Especificidade 

analitica 

A capacidade de um teste ou metodo para determinar a concentragao de um determinado analito, independente da 
presenga em potencial de substancias interferentes 

Exatidao 

A exatidao e a medida de concordance entre um valor estimado e o valor real. Exatidao nao possui valor numerico 
e e determinada como a quantidade de inexatidao. A inexatidao pode ser definida como a extensao do erro entre 
a media de um grupo de replicatas e o valor real do resultado. Essa diferenga pode ser positiva ou negativa e pode 
ser expressa em valor absoluto ou porcentagem em relagao ao valor real. Pode ser verificada pelo uso de materials 
de referenda. £ o oposto de erro sistematico ou inexatidao 

Garantia da 
qualidade 

£ o conjunto de metas de qualidade que se preocupa com todos os aspectos de desempenho do laboratorio. Indui 
planejamento da qualidade, implementagao, monitoramento e avaliagao, com o objetivo de proporcionar um 
ambiente de melhoria continue da qualidade. Engloba todos os aspectos das fases analitica e extra analitica 

Graficos de 
controle 

£ um metodo grafico para exibir os resultados do controle em que os resultados sao representados em fungao do 
tempo de execugao. Sao tragadas linhas de ponto a ponto para acentuar as tendencias, mudangas sistematicas ou 
randomicas. 0 grafico de controle e comumente conhecido como grafico de Levey-Jennings 

Precisao 

A capacidade de um teste ou metodo em obter o mesmo resultado quando a amostra e analisada varias vezes. £ o 
oposto de erro aleatorio ou imprecisao, A precisao e estimada por meio de estudos de replicagao e e muitas vezes 
expressa como o coeficiente de variagao (CV em %) de um teste ou metodo 

Range 

analitico 

0 intervalo de resultados numericos que um metodo pode produzir sem que haja manipulagao da amostra como, 
por exemplo, diluigoes. Tambem pode ser definido como o intervalo de concentragao da substancia na amostra 
para o qual o desempenho do metodo e confiavel e os resultados dos testes podem ser reportados com seguranga 

Regras de 
controle 

Significa um criterio de decisao para julgar se uma corrida analitica esta dentro ou fora de controle. Sao 
representadas no formato A L( onde A representa o numero de medigoes feitas com o controle e L identifica os 
limites do controle. Exemplo: 1 2s significa que 1 medigao saiu 2 desvios padrao em relagao a media alvo do controle 

Sensibilidade 

analitica 

A capacidade de um teste ou metodo para avaliar pequenas variagoes da concentragao de um analito. 0 uso desse 
termo e controverso e tern sido usado por alguns autores como sindnimo de limite de detecgao 



Valor real Media c 

)bservada 


M Xm 

r Erro randomico i 


r 

| Erro sistematico 

i 

i 

1 

i Erro total 
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FIG LIRA 4.1 Demonstra^ao grafica do erro total, 
erro randomico e erro sistematico. 


lor alvo desejado. Tal afastamento reflete o erro 
sistematico, que, nesse caso, possui um desvio 
analitico positivo. A soma do erro randomico e do 
erro sistematico nos fornece o erro total. Contudo, 
o erro randomico deve ser corrigido para o nivel 
de confianga desejado conforme segue: 

ET = ES + z.ER 

ET = Erro total 

ES = Erro sistematico ou inexatidao 
ER = Erro randomico ou imprecisao 
z - fator relativo ao nivel de confianga desejado (z = 1,65 para 
90% de confianga e z = 1,96 para 95% de confianga 

Portanto, ao se considerar z - 1,65 (geralmen- 
te, utiliza-se este valor para este tipo de avaliagao), 
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sera obtido um ET = 3,3 + 1,65.2 = 6,6%. A tltulo 
de interpreta^ao, esse valor extrapola o limite de 
erro total permitido, 4,1%, que consta na literatu- 
ra para hemoglobina. Ou seja, quando se soma o 
erro sistematico e o randomico, no caso da dosa- 
gem de hemoglobina, o resultado nao deve ultra- 
passar 4,1%, conforme recomenda^oes estabeleci- 
das por entidades reconhecidas. 

Quando se ultrapassa o erro total permitido, 
deve-se analisar qual tipo de erro exerceu mais in- 
fluencia para que isso ocorresse. No caso da he¬ 
moglobina, o erro sistematico maximo permitido 
e 1,8%, enquanto o coeficiente de varia^ao maxi¬ 
mo permitido para o teste e 1,4%. Conclui-se, nes- 
se exemplo, que ambos os erros foram relevantes 
para que o resultado final ficasse acima do erro 
total permitido. A conduta correta do laboratorio 
deveria ser verificar falhas no analisador que indi- 
cassem tanto erro sistematico (calibra^ao, validade 
de reagentes, obstru^ao da tubula^ao etc.), como 
erro randomico (problemas hidraulicos, de pres- 
sao, vacuo, homogeneiza^ao da amostra, etc.). 
Tambem deve ser verificado se os tecnicos que 
operam os equipamentos estao seguindo os pro- 
cedimentos operacionais padrao e as boas praticas 
de laboratorio, haja vista o erro total representar a 
qualidade do trabalho laboratorial em um contexto 
muito amplo, que vai alem dos problemas tecnicos 
do equipamento. 


CONTROLE DE QUALIDADE INTERNO 


Laboratories de analises clinicas utilizam ferra- 
mentas estatisticas para controle inter no de quali¬ 
dade desde 1950, quando Levey e Jennings adap- 
taram um modelo de controle de qualidade 
industrial proposto por Walter Shewhart para os 
laboratories clinicos. 11 

Um bom controle de qualidade inter no deve 
ser sempre orientado para os bons cuidados com 
os pacientes, assegurando qualidade em cada pas- 
so, desde o momento em que o paciente chega ao 
laboratorio, ate o momento de se reportar o resul¬ 
tado do exame. Portanto, um bom controle inter- 
no depende de fatores pre-analiticos, analiticos e 
pos-anallticos. Os fatores pre-anallticos sao dis- 
cutidos separadamente no Capltulo 1, Fase pre- 
-analltica em hematologia laboratorial. Um proto- 
colo adequado de controle interno deve focar em 
manuten^ao da exatidao e precisao, deteopao de 
erros randomicos e sistematicos e em sua imediata 
corre^ao antes que os resultados sejam reportados. 


Em rela^ao a fase analltica, deve-se considerar as 
recomenda^oes que serao descritas, nao esque- 
cendo que o pre-analltico bem feito e o principal 
requisite para manter um bom desempenho no 
controle de qualidade analltico. 

Ademais, o processo de controle de qualidade 
interno deve assegurar que os resultados dos pa¬ 
cientes sejam validos e possam ser usados com 
seguran^a pelos medicos nas tomadas de decisoes 
diagnosticas e terapeuticas. Tambem deve confir- 
mar que o desempenho de um analisador hemato- 
logico seja estavel e sem oscila^oes ao longo do 
tempo. O controle de qualidade genericamente se 
refere aos metodos que garantem a confiabilidade 
analltica e estes, em geral, englobam uma grande 
variedade de procedimentos. Entre as abordagens 
mais utilizadas no laboratorio de hematologia, es¬ 
tao incluldas a utiliza^ao de controles comerciais, 
de amostras retidas de pacientes e a verifica^ao da 
consistencia das medias moveis dos pacientes. 
Com os resultados dos materials de controle, sao 
gerados graficos ou tabelas para monitoramento 
do desempenho analltico. Outra forma de avaliar 
a qualidade interna e por meio do Delta Check , em 
que sao comparados os resultados de testes atuais 
com os resultados anteriores. 

:: CONTROLE DOS PASSOS ANALITICOS 
Reagentes e manutencoes preventivas 

Os reagentes utilizados nos equipamentos hema- 
tologicos devem ser obtidos do proprio fabricante 
do equipamento ou, em ultima instancia, de fabri¬ 
cates alternatives que sejam expressamente re- 
comendados pelo fabricante original. Os reativos 
devem ser consumidos antes da expira^ao da data 
de validade, ser identificados com a data de rece- 
bimento, abertura e validade, seguidas as reco- 
menda^oes relativas ao armazenamento e consu- 
mido o estoque de modo que os reativos mais 
antigos sejam consumidos primeiro. 

Um programa de manutencoes preventivas, 
com base nas recomendacoes do fabricante, e es- 
sencial para uma operas ao contlnua e confiavel de 
todos os equipamentos. Tais manutencoes devem 
ser rigorosamente seguidas e periodicamente re- 
vis adas quanto a sua efetividade, com base na ex- 
periencia de cada laboratorio. 

Calibra^ao initial 

A calibracao inicial de analisadores hematologi- 
cos deve sempre ser feita com calibrador e nao 
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com amostras de controle comercial e muito me- 
nos com as de pacientes. Apesar de serem amos¬ 
tras com matrizes semelhantes, diferem nos inter- 
valos de varia^ao aceitaveis. Os calibradores 
possuem ranges mais estreitos que os controles 
comerciais e, por isso, devem ser utilizados ini- 
cialmente quando se instala um analisador. Os 
calibr adores tambem devem ser utilizados apos 
manuten^oes que alterem mecanismos de dilui- 
9 ao ou troca de abertura, em mudan^as de am- 
biente fisico ou conforme recomenda^ao do ma¬ 
nual e, periodicamente, quando aconselhado pela 
assistencia tecnica. As boas praticas de laboratorio 
recomendam sempre exigir um laudo de 
calibra^ao do fornecedor para fins de registro, 
acredita^ao e participa 9 ao do laboratorio em pro- 
tocolos de pesquisa. 

Verificaqao da calibra^ao com a utiizacao 
de controles comerciais 

Os controles comerciais sao amostras de sangue 
enviadas periodicamente pelo fabricante do equi¬ 
pamento, com valores medios e desvios permiti- 
dos definidos em bula para varios parametros he¬ 
matologicos. Em hematologia, em geral, sao 
fornecidos em tres niveis com concentrates bai- 
xas, normais e altas. Os controles comerciais sao 
utilizados na verifica^ao da integridade da cali- 
brato dos equipamentos, que deve ser periodica, 
pelo menos uma vez ao dia, a fim de mensurar a 
precisao e exatidao dos analisadores. A utiliza^ao 
de controles comerciais tambem pode ser definida 
como um teste de reprodutibilidade interdias. 

Quando valores para os parametros hemato¬ 
logicos sao obtidos a partir de uma amostra de 
controle de qualidade comercial, uma serie de 
perguntas pode ser feita sobre o valor e a sua rela¬ 
te com os valores medios observados. Esse pro- 
cesso de questionamento e chamado de analis e de 
Westgard e tem o intuito de verificar o valor do 
controle em rela^ao a viola^ao de uma serie de 
instru 9 oes chamadas regras de controle de West¬ 
gard. Essas regras se aplicam a limites de desem- 
penho especificos e auxiliam na detec 9 ao de erros 
para nao reportar resultados errados e nem execu- 
tar repet^oes desnecessarias dos controles comer¬ 
ciais, que custam caro. Na Tabela4.2, sao mostra- 
das regras de controle de qualidade e condutas a 
serem seguidas para as amostras de controles co¬ 
merciais. 11 - 13 Essas regras, entre varias, sao sugeri- 
das especificamente para analisadores hematologi- 
cos e funcionam de forma apropriada na detec 9 ao 


dos problemas relativos ao controle interno de 
qualidade. De um modo geral, devemos escolher 
as regras de controle que tenham maiores chances 
de detectar um erro e menor probabilidade de in¬ 
dicar uma falsa reje^ao das corridas, pois, com 
isso, economiza-se tempo e dinheiro. 

As a 9 oes a serem tomadas quando as regras 
sao violadas dependem da causa do erro (sistema- 
tico ou randomico). O Quadro 4.4 mostra possi- 
veis causas de erros nas analises de analisadores 
hematologicos. 

:: SUGESTOES PARA 0 CONTROLE 
INTERNO COM CONTROLES COMERCIAIS 

Em geral, os valores de bula dos controles comer¬ 
ciais possuem ranges muito amplos para os para¬ 
metros hematologicos, nao refletindo as varia 9 oes 
esperadas e, normalmente, observadas nos anali¬ 
sadores hematologicos. Recomenda-se utilizar 
medias obtidas especificamente para o analisador 
hematologico em questao. Portanto, quando se 
muda um lote de controle comercial, cada labora¬ 
torio deve gerar pelo menos 10 analises de cada 
nivel para gerar as medias. As novas medias de¬ 
vem se encontrar dentro das faixas esperadas que 
estao na bula do lote. Juntamente com as novas 
medias, calcula-se o desvio-padrao, e e este des- 
vio-padrao que deve ser utilizado para interpretar 
as regras de controle. A nova media e o novo des¬ 
vio-padrao refletem melhor o desempenho anali- 
tico do equipamento e melhor am a percep 9 ao de 
erros randomicos e sistematicos quando presen- 
tes. Cabe frisar que os resultados das analises do 
novo lote do controle comercial devem ser coleta- 
dos quando ainda se esta utilizando o lote mais 
antigo, de modo que a trans^ao entre lotes de 
controle seja mais segura. 

Todos os resultados das analises, as ocorren- 
cias e as a 9 oes tomadas devem estar registrados 
em planilhas de computador ou planiihas impr es¬ 
sas para fins de monitoramento, rastreamento e 
fiscaliza 9 ao (vigilancia sanitaria). 

A confiabilidade que se deposita nos resulta¬ 
dos reportados por determinado laboratorio sig- 
nifica que a exatidao e a precisao adequadas estao 
combinadas nos resultados dos exames. Para 
manter essa maxima, recomenda-se que os cali¬ 
br adores e os controles comerciais sejam da mes- 
ma marca do equipamento e da mesma fonte do 
material a ser analis ado, isto e, sangue total fresco 
e humano. 
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TABELA 4.2 Regras de controle de qualidade recomendadas para controles comerciais em analisadores 
hematologicos 


REGRA 

DEFiNigAO 

COMENTARIOS E AgOES 

1 Is 

Usar como aviso de alerta quando 1 observagao do 
controle exceder o limite de x ± 2DP 

Passar novamente a amostra. Se 1 resultado estiverfora do 
mesmo limite, dentro dos ultimos 20 pontos, ou se a repassagem 
obtiver valores fora do mesmo limite, deve-se rejeitar a corrida. 
Verificar ocorrencia de erro sistematico, fazer manutengao 
corretiva e, caso necessario, recalibragao do analisador 

2 2s 

Rejeitar a corrida quando 2 determinagdes 
consecutivas do controle estiverem do mesmo lado da 
media e excederem o limite de x + 2DP ou x - 2DP 

Detectar desvios (erro sistematico). Se confirmado, fazer 
recalibragao do analisador 

{2 de 3) 2s 

Rejeitar uma corrida quando 2 de 3 medigoes do 
controle excederem o mesmo limite de x ± 2DP 

Detecta erros sistematicos. 

1 35 

Rejeitar uma corrida quando uma observagao do 
controle exceder x ± 3DP 

Detecta erros randbmicos e sistematicos, e a corrida deve ser 
rejeitada ate resolugao do problema. 


' 3,5s 

Rejeitar uma corrida quando uma observagao do 
controle exceder o limite de x ± 3,5DP 

Passar novamente a amostra. Se a repassagem obtiver valores 
fora do mesmo limite, deve-se rejeitar a corrida. Verificar 

i ^ 4s 

Rejeitar uma corrida quando uma observagao do 
controle exceder o limite de x ± 4DP 

ocorrencia de erro sistematico ou randomico, fazer manutengao 
corretiva e, caso necessario, chamar assistencia tecnica para 
calibragao do analisador 

1 4,5s 

Rejeitar uma corrida quando uma observagao do 
controle exceder o limite de x ± 4,5DP 

R 4s 

Rejeitar uma corrida quando a amplitude (range) 
entre duas medigoes consecutivas entre duas 
corridas exceder 4 DP 

Indica erro randomico, e a causa deve ser investigada e resolvida 
para que a rotina possa ser iiberada 

3 is 

Rejeitar uma corrida quando 3 medigoes consecutivas 
do controle excederem o mesmo limite x ± 1 DP 

Indica erro sistematico entre corridas em urn mesmo nfvel ou 
entre controles em uma mesma corrida 


Estatisticamente, e aceito se observar 1 ponto entre 2 e 3DP a cada 20 analises do controle (alerta) e 1 ponto acima de 3DP a cada 100 ana- 
lises (agao). Entenda-se x ± DP como media ± desvio-padrao. 

Fonte: Adaptada de Camarinha e colaboradores 2 e Cembrowski e colaboradores . 12 


QUADRO 4.4 Potenciais causas de erros randdmicos e sistematicos na analise de controles hematologicos 
comerciais 


f “jj V v . ^ j 

■ Bolhas de ar na amostra resultando em pouca aspiragao 

■ Calibragao 

■ Bolhas de ar na tubulagao do analisador resultando em pouca 
aspiragao 

■ Mudanga no lotedealgum reagente 

■ Bolhas de ar nos reativos resultando em pouca aspiragao 

■ Deterioragao de reagentes 

■ Controle analisado logo apos ser retirado da geladeira, sem chegar a 
temperatura ambiente 

■ Deterioragao dos controles 

■ Homogeneizagao inadequada do controle 

■ Entupimento parcial da tubulagao do analisador 

■ Rufdo na rede eletrica 

■ Problemas na lampada do espectrofotometro do analisador 

■ Erro do operador na insergao da amostra controle no modo aberto, 
resultando em pouca aspiragao 

■ Homogeneizagao inadequada do controle 

■ Problemas hidraulicos e de pressao no analisador 

■ Quantidade da amostra controle nao e suficiente para que 
seja feita a aspiragao pelo analisador 


Em hematologia, e sensato considerar o uso de 
3 niveis de controle de uma so vez, tendo em vista 
que 3 diferentes niveis de controle sao, normal- 
mente, analisados pelo menos uma vez ao dia: bai- 
xo, normal e alto. Portanto, no caso especifico da 


hematologia, sugere-se utilizar combina^oes de 
regras de controle, chamadas de multirregras de 
Westgard, para parametros hematologicos que 
possuam determina^ao direta como a hemoglobi- 
na (espectrofotometria), VCM e a contagem de 
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eritrocitos, leucocitos e plaquetas (impedancia ou 
dispersao da luz). A combina^ao das regras V(2 
de 3) 2 s /R 4s proporciona mais sensibilidade para 
detectar erros randomicos e sistematicos sem que 
haja aumento significativo na probabilidade de 
falsa rejeit^ao (fica em torno de 2% para 3 rriveis de 
controle). Cabe enfatizar que as regras ideais para 
se utilizar sao aquelas que geram elevada probabi¬ 
lidade de detec^ao de erro e baixa probabilidade 
de falsa reje^ao de uma corrida. A Figura 4.2 
mostra as orientates para a implanta^ao da mul- 
tirregra l 3s /(2 de 3) 2s /R4 S . 

Os parametros calculados como RDW, HCM 
e CHCM podem ser devidamente controlados 


com regras simples como l 3s , a qual tern uma bai¬ 
xa probabilidade de falsa rejei^ao, ou seja, ser po- 
sitiva e nao haver desvio analitico relevante. 

:: MEDIAS MOVEIS DOS PACIENTES 

O programa X-B, ou XbarM, ou, ainda, media 
movel de Bull, desenvolvido por Brian Bull e ins- 
talado em varios analisadores hematologicos, ava- 
lia as medias dos resultados dos parametros he¬ 
matologicos nas amostras dos pacientes. A 
formula compara cada resultado de um determi- 
nado parametro em rela^ao a um lote de medias 
de outros pacientes e usa uma fun^o integrada 
para aparar os dados, a fim de minimizar o peso 



Controlado e libera do para ana 

isar as amostras da rotina 



Analisador controlado e 
iberado para analisar 
amostra da rotina 


Corrigir problema. Analisar 3 niveis de controles em duplicata 
(N = 6) e verifiear se o problema foi resolvido. t claro que, 
se ha suspeita de algum problema na integridade do material 
de controle, entao uma nova aliquota ou amostra 
desse controle deve ser analisada e avaliada 


Corrigir problema. Analisar 3 niveis de controles em duplicata 
(N - 6) e verifiear se o problema foi resolvido. Se o problema 
ainda persistir, a assessoria tecnica e cientifica do fabricante 
dos analisadores hematologicos deve ser contatada 


Corrigir problema. Analisar 3 niveis de controles em duplicata 
(N = 6) e verifiear se o problema foi resolvido. Se o problema 
ainda persistir, a assessoria tecnica e cientifica do fabricante 
dos analisadores hematologicos deve ser contatada 


FIGURA 4.2 Implanta^ao do procedimento de controle multirregras 1 3s /{2 de 3) 2s /R 4s . 


Obs.: Quando a regra (2 de 3) 2s e utilizada com N = 3 por corrida, como mostrado na figura, (2 de 3) 2s e violada quando um teste excede o 
limite da media ± 2DP em 2 ou mais niveis de controle na mesma corrida ou entre corridas. 0 tipo de erro deve ser determinado (randomico 
ou sistematico) e o processo analitico investigado. Se um teste exceder a media ± 2DP em somente 1 nivel de controle, o resultado 
previo da corrida anterior desse material deve ser investigado para verifiear se ocorreu uma violagao da regra 2 2s . Caso afirmativo, o tipo de 
erro deve ser determinado (randomico ou sistematico) e o processo analitico investigado. 

Quando a regra R 4s e utilizada com N - 3 por corrida, como mostrado na figura, R 4s e violada sempre que o intervaio entre quaisquer 2 niveis 
de controle, dentro da mesma corrida, exceder 4s. 

N, numero de niveis de controle utilizados por corrida. 

Fonte: Adaptada de Cembrowski e Carey . 15 
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de um unico resultado caindo muito longe da me¬ 
dia. Um novo lote de medias de cada parametro e 
calculado para cada 20 ou mais amostras, confor- 
me o tamanho da rotina do laboratorio. As me¬ 
dias geradas para cada parametro hematologico 
sao razoes entre varias medias e, como tal, sao 
muito estaveis, alem de possuirem uma faixa de 
referenda estreita na populagao. 14 

O controle X-Be utilizado para monitorar a 
estabilidade do analisador hematologico ao longo 
do tempo, detectando erros sistematicos entre as 
analises. O controle X-Be afetado por variagoes 
nos resultados dentro de uma mesma corrida e, se 
um limite for extrapolado, os resultados das 
amostras devem ser avaliados. Dessa forma, e um 
bom metodo para acompanhar periodicamente, 
de hora em hora, mudangas nos resultados, de- 
vido a problemas com o analisador hematologico 
(fator de diluigao, calibragao, etc.) e com os rea- 
gentes (trocas). 

No caso de baterias com muitos pacientes re- 
nais cronicos e em quimioterapia, grandes varia- 
goes dos parametros podem ser observadas, e isso 
deve ser levado em conta na interpretagao dos re¬ 
sultados. O controle X-B tern como base o fato de 
que uma vez que as caracteristicas da populagao 
sejam estabelecidas para uma instituigao, os para- 
metros permanecerao estaveis dentro desses limi- 
tes. Para determinar os valores alvos das medias 
dos parametros, os seguintes passos devem ser 
realizados: 

Analisar 1,2 mil amostras de sangue ou 1 
semana de trabalho. Aconselha-se evitar 
pacientes da hemato/oncologia. 

Calcular a media, desvio-padrao e coefi- 
ciente de variagao para cada parametro he¬ 
matologico por meio de software do anali¬ 
sador hematologico. 

O CV% em torno das medias devera ser 
menor que as sugestoes descritas nas Tabe- 
las 4.3 e 4.4. 

Os valores utilizados nestes calculos de¬ 
vem ser fisiologicamente possiveis. 

Ha tres principais razoes para as medias mo- 
veis ficarem fora do range permitido: 

Populagao nao randomica; 

2 Problemas no analisador hematologico ou 
nos reagentes; 

3. Calibragao. 

Bull observou que os indices eritrocitarios 
(VCM, HCM e CHCM) variam menos que os de- 


TABELA 4.3 Limites aceitaveis para a variagao 
das medias moveis para a serie vermelha 

s£rie vermelha 

LIMITES EM RELA£A0 

A MEDIA 

Eritrocitos 


Hemoglobina 

5% 

Volume globular 


VCM 


HCM 

3% 

CHCM 


RDW-SD 

5% 

RDW-CV 


TABELA 4.4 Limites aceitaveis para a variagao 
das medias moveis para a serie branca e plaquetas 

SERIE BRANCA E 

LIMITES EM RELA£AO 

PLAQUETAS 

A MEDIA 

Leucocitos 


Neutrofilos % e # 

10% 

Linfocitos % e # 

Monocitos%e# 


Eosinofilos % e # 

20% 

Basofilos % e # 

Plaquetas 

15% 


mais parametros, e que os limites alvo desses indi¬ 
ces estabelecidos para cada laboratorio ao redor 
do mundo mostram apenas ligeiras varia^oes. 
Esse fato fez com que tais indices se tornassem 
amplamente utilizados para monitorar os resulta¬ 
dos gerados pelos analisadores hematologicos. A 
avalia^ao das medias moveis funciona muito bem 
para laboratories que atendem, em sua maioria, 
pacientes ambulatoriais; contudo, demonstra nu- 
merosas situa 9 oes de falsos positives em laborato¬ 
ries que atendem multiplas especialidades clini- 
cas, especialmente unidades de quimioterapia, 
queimados e pediatria. 16 

A maior vantagem da utilizado das medias 
moveis e o seu baixo custo e sua estabilidade, as- 
sumindo que a media dos pacientes nao deve mu- 
dar a longo prazo. Ja a maior desvantagem e que 
esse metodo detecta apenas os erros sistematicos e 
nao os randomicos. 

Mais recentemente, o programa X-B de media 
movel foi expandido para os demais parametros, 
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como plaquetas e leucocitos. Contudo, devido ao 
fato de esses parametros possuirem maior varia- 
$ao na popula^ao, pode ocorrer diminui<;ao do 
poder estatistico para detectar mudan^as reais 
nas determ ina 9 oes. 

De um modo geral, as medias moveis tem sido 
amplamente aceitas e utilizadas como um proces- 
so de controle de qualidade adicional para moni- 
torar contagens automatizadas e identificar rapi- 
damente os erros de determinado sistema . 17 

A Tabela 4.5 mostra a inter-relat^ao entre he¬ 
moglobina, a contagem de eritrocitos e o hema¬ 
tocrito na interpretation das medias moveis dos 
pacientes. 


TABELA 4.5 i'nd ices eritrocitarios: a rela^ao entre 

hemoglobina, contagem de eritrocitos e o 
hematocrito 


PARAMETRO 

EFEITO SOBRE OS INDICES 
ERITROCITARIOS 


VCM 

HCM 

CHCM 

Hemoglobina i 

Sem mudanga 

I 

I 

Hemoglobina t 

Sem mudan^a 

T 

T 

Eritrocitos -l 

T 

T 

Sem mudan^a 

Eritrocitos T 

r~ 

i 

Sem mudan^a 

Hematocrito i 

£ 

Sem mudan^a 

t 

Hematocrito t 

T 

Sem mudan^a 

L 1 

T, aumenta; diminui. 


Com base na Tabela 4.5, analise a Figura 4.3 e 
responda qual e o parametro que deve ser ajustado. 


VCM 

- _— - 

+3% 



ALVO 



-3% 

HCM 


+3% 

■ 


ALVO 

-3% 

CHCM 


+3% 



ALVO 



-3% 

soipoiius sp Lus6e;uo3 

FIGURA 4.3 

Avalia^ao de medias moveis. 



:: AMOSTRAS RETIDAS DE PACIENTES 

A utiliza^ao de amostras retidas de pacientes da 
rotina e barata e pode servir para detectar tenden- 


cias e mudan^as no curto prazo (de um dia para o 
outro). Apesar dos controles de qualidade comer- 
ciais serem considerados mais sensiveis para a de- 
tec^ao de erros de analise, eles sao caros e podem 
apresentar instabilidade ao longo do tempo. Por 
isso, o uso de amostras retidas e medias moveis e 
uma boa alternativa para complementar o contro¬ 
le inter no de qualidade . 12 

Varios metodos tem sido propostos para defi- 
nir limites analiticos para imprecisao e inexatidao 
em analisadores hematologicos. Uma boa op^ao e 
utilizar limites analiticos considerando compo- 
nentes da variabilidade biologica pelo fato de exis- 
tir, para os parametros do hemograma, literaturas 
especificas com tais limites. Para verifica^ao dos 
resultados fornecidos por um unico analisador ao 
longo do dia (intraequipamento), o desempenho 
desejavel varia de 25 a 50% da varia^ao biologica. 
Ou seja, podemos definir CVa < 0,50 x CVi, o que 
significa que a imprecisao maxima permitida 
(CVa) deve ser menor que 50% da variabilidade 
biologica intraindividual (CVi). Para dois oumais 
analisadores hematologicos em um mesmo labo¬ 
ratory, sugere-se utilizar a seguinte especificac^ao 
de qualidade: CVa < 0,75 x CVi, que significa que 
a imprecisao maxima permitida (CVa) deve ser 
menor que 75% da variabilidade biologica intrain¬ 
dividual (CVi ). 18 

Normalmente, quando se verifica a reproduti- 
bilidade intraequipamento, o desempenho deseja¬ 
vel varia de 25 a 50% davaria^ao biologica. Entre- 
tanto, quando se pretende comparar resultados 
entre dois analisadores distintos, o limite aceitavel 
de varia^ao deve ser maior, sobretudo por serem 
sistemas analiticos independentes e pela necessi- 
dade de se considerar a existencia de pequenas 
diferent^as nos valores alvo dos controles comer- 
ciais para cada equipamento, quando estes sao de 
fabricantes ou modelos diferentes, o que implica 
pequenas diferen$as na exatidao. 

A Tabela 4.6 mostra uma sugestao de limites a 
serem seguidos para o controle diario da reprodu- 
tibilidade intra e interequipamentos. Primeira- 
mente, deve-se escolher uma amostra fresca e com 
os resultados dentro da normalidade e analisa-la 
uma vez a cada 50 ou 100 amostras em cada anali¬ 
sador ao longo do dia. E importante frisar que as 
amostras devem ser analisadas no minimo 3 vezes 
em cada equipamento ao longo do dia. Na avalia- 
9 O 0 intraequipamento, os modulos aberto e fecha- 
do devem ser analisados e, para isso, calcula-se o 
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TABELA 4.6 Controle de qualidade interno: variagao maxima permitida intra e interanalisadores hematologicos 


parAmetros 

CVi 

INTRA-ANAL1SAD0R 

INTERANALISADOR 

REGRA: CVa < 0,50 x CVi {%) 

REGRA: CVa < 0,75 x CVi {%) 

Eritrocitos 

3,2 

1,6 

2,4 

Hemoglobina 

2,8 

1,4 

2,1 

Volume Globular 

2,8 

1,4 

2,1 

Plaquetas 

9,1 

4,5 

6,8 

VCM 

1.3 

0,7 

1,0 

HCM 

1,6 

0,8 

1,2 

CHCM 

1,7 

0,9 

1,3 

1 RDW-CV 

3,5 

1.7 

2,6 

RDW-SD 

3,5 

1,7 

2,6 

| Leucocitos 

10,9 

5,5 

8,2 

Neutrofilos 

16,1 

8,0 

12,1 

j Linfocitos 

10,4 

5,2 

7,8 

Monocitos 

17,8 

8,9 

13,4 

Eosinofilos 

21 

10,5 

15,8 

Basofilos 

28 

14 

21 

VPM 

4,3 

2,2 

3,2 

Reticulocitos 

11,1 

5,5 

8,3 

Fonte: Cornar. 18 


coeficiente de variagao para cada parametro; en- 
tao, compara-se com a especificagao de qualidade 
desejada (Tabela 4.6). Na avaliagao interequipa- 
mentos, calcula-se a media de cada parametro e, 
com as duas medias (uma de cada analisador), 
calcula- se o coeficiente de variagao obtido entre os 
dois analisadores. Por fim, comparam-se os coefi- 
cientes de variagao obtidos com as especificagoes 
determinadas para cada parametro hematologico. 
Ressalta-se que a interpretagao dos resultados do 
controle intra e interequipamentos diario e o pia¬ 
no de agao a ser tornado devem levar em conside- 
ragao tanto a avaliagao dos resultados dos contro- 
les comerciais como das medias moveis. 

Os resultados das medias moveis dos pacien- 
tes e, logicamente, do sangue controle comercial e 
das amostras retidas dos pacientes nao devem ser 
julgados isoladamente, mas sim em conjunto e ao 
longo dos dias, de modo a fornecer melhores sub- 
sidios em relagao ao momento de se fazer uma in¬ 
ter vengao corretiva no analisador hematologico. 
Para se fazer tal intervengao, cada laboratorio 
deve ter um conjunto de procedimentos operacio- 
nais padrao, desenvolvido especificamente para o 


tipo de analisador hematologico empregado na- 
quele momento, em virtude das peculiaridades 
que cada marca e tecnologia apresentam. 

:: REGRA DE TRES OU REGRAS 
DE OURO NA HEMATOLOGIA 

Em algumas circunstancias, e possivel verificar a 
exatidao da contagem de eritrocitos, dosagem de 
hemoglobina e o volume globular por meio de 
uma rapida inspegao visual dos valores. Para is so, 
comparam-se os resultados com ajuda das seguin- 
tes formulas: 

Hemoglobina x 3 = Volume globular (± 3%) 

Eritrocitos x 3 = Hemoglobina 
Eritrocitos x 9 = Volume globular 

Volume globular + 6 = Dois primeiros dfgitos 
da contagem de eritrocitos 

Ess as formulas somente sao aplicadas para in- 
dividuos com eritrocitos normociticos e normo- 
cromicos e com morfologia normal. Nao funcio- 
nam em situagoes de microcitose, macrocitose e 
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hipocromia intensas. Quando se observa valores 
que nao estao em confer midade com estas formu¬ 
las, deve-se procurar mudan^as nos indices eri- 
trocitarios (VCM, HCM e CHCM) e analisar a 
morfclogia dos eritrocitos na lamina. Se o analisa- 
dor hematologico nao estiver analisando correta- 
mente as amostras, todos os resultados estarao 
consistentemente fora das faixas indicadas pelas 
formulas, indicando necessidade de interven^ao. 
Cabe ressaltar que essas formulas devem ser estri- 
tamente utilizadas para controle interno e jamais 
devem ser utilizadas para gerar resultados que se- 
rao liberados no hemograma. 19 21 

:: AVALIA^AO DA CONTAGEM 
DIFERENCIAL DE LEUCPCITOS 
INTEROBSERVADORES 

Periodicamente, os profissionais envolvidos na 
micros copia devem fazer a contagem diferencial e 
avalia^ao da serie vermelha de uma mesma lami¬ 
na, e os resultados devem ser comparados e discu- 
tidos; caso haja discrepancias significativas entre 
as contagens, o conceito deve ser rediscutido. Para 
que os profissionais passem a realizar contagens 
com resultados semelhantes (diferen 9 as estatisti- 
camente nao significativas) e que a compara^ao de 
hemogramas feitos por diferentes profissionais 
possa ser realizada, recomenda-se, inicialmente, 
padronizar o modo de escolher a regiao otima de 
leitura das laminas (area de trabalho) e a forma de 
escrutina^ao das mesmas (horizontal ou verti¬ 
cal). 22 As defini^oes morfologicas das celulas tam- 
bem devem ser discutidas e padronizadas. A Ta- 
be a4.7 mostra a varia^ao permitida na contagem 
diferencial. Recomenda-se que a concordancia 
geral entre as contagens seja > 90% e que a concor¬ 
dancia de tipos celulares especificos seja > 80%. A 
concordancia e calculada estabelecendo-se o per- 
centual de observadores que tiveram suas conta¬ 
gens dentro dos limites estabelecidos na Tabela 
4.6. Para amostras normais, pode-se considerar a 
contagem automatizada como o metodo de refe¬ 
renda, pois a automa^ao conta milhares de celu¬ 
las. Para tipos celulares anormais, deve-se consi¬ 
derar a media dos observadores ou a contagem do 
profissional mais experiente como a contagem de 
referenda para as compara^oes. 

:: AUTOVERIFICACAO DAS CONTAGENS 
(DELTA CHECK) 

Delta check e uma tecnica de controle de qualida- 
de de amostras cllnicas na qual os resultados atuais 


TABELA 4.7 Variagao permitida na contagem 
diferencial interobservadores conforme o numero 
de celulas contadas 

% CONTADA 
(METODO DE 

referEncia) 

100 CELULAS 

200 CELULAS 

500 CELULAS 

0 

0-3 

0-2 

0-0,7 

1 

0-5 

0-4 

0,3-2,3 

2 

0-6 

0-6 

1-3,6 

3 

0-8 

1-6 

1,7-4,9 

4 

1-9 

2-7 

2,5-6,1 

5 

2-10 | 

3-7 

3,3-7,3 

6 

2-13 

3-11 

4,1-8,5 

7 

2-14 

3-12 

4,9-9,6 

8 

3-16 

4-13 

5,8-10,7 

9 

4-17 

5-14 

6,6-11,9 

10 

4-18 

6-16 

7,5-13 

15 

8-24 

10-21 

12-18,4 

20 

12-28 

14-27 

16,6-23,8 

25 

16-35 

19-32 

21,3-29 

30 

21-39 

23-37 

26-34,2 

35 

25-46 

28-43 

30,8-39,4 

40 

30-50 

33-48 

35 , 7 - 44,4 

45 

35-56 

37-53 

40,6-49,5 

50 

40-60 

42-58 

45,5-54,5 

60 

50-70 

53-67 

55,6-64,3 

70 

61-79 

63-77 

65,8-74 1 

75 

65-84 

68-81 

71-78,7 

80 

72-88 

74-86 

76,2-83,4 

90 

84-96 

86-94 

87-92,5 

100 

96-100 

98-100 

99,3-100 


Fonte: Adaptada de Cornbleet , 23 Houwen , 24 Pierre , 25 e 
Riimke . 26 


de um paciente sao comparados com os seus re¬ 
sultados anteriores. Seas diferen^as forem signifi¬ 
cativas, a nova amostra e sinalizada, indicando 
que ha necessidade de examinar ou reanalisar a 
lamina e as condi^oes da amostra devido a um 
possivel erro do analisador, do observador ou en- 
tao pelo fato de a situa^ao clinica do paciente ter 
se alterado. O Delta check funciona bem quando o 
laboratorio dispoe de um bom sistema de infor- 
ma^ao que permita inserir os valores limites e si- 
nalize os resultados alterados. Os erros mais co- 
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muns e graves detectados pelo Delta check sao 
falhas na homogeneiza^ao da amostra, microcoa- 
gulos, que interferem em contagens sucessivas de 
plaquetas, e trocas de amostras. Na pratica, sao 
estabelecidos limites para os parametros hemato- 
logicos, analisando se o resultado mais recente 
pode diferir do resultado anterior. Para que o Del¬ 
ta check seja valido, o resultado anterior deve ter 
sido liberado dentro do periodo de ate 5 dias ante- 
riores ao resultado atual. A Tabela 4.8 mostra su- 
gestoes de criterios de autoverificar^ao de resulta- 
dos (Delta check). Os criterios podem ser em 
valores relativos ou absolutos. 

:: CONTROLE DE QUALIDADE 
DE PROCEDIMENTOS E PESSOAL 

Os procedimentos operacionais padrao (POP) 
contem as instru^oes e as informa 9 oes especificas 
para todos os exames laboratoriais. Um POP bem 
feito e um bom guia de treinamento, especialmen- 
te para funcionarios novos, e tambem serve como 
fonte de referenda para exames que sao realizados 
com menos frequencia. O correto uso dos POPs 
reduz erros e assegura que pequenos procedimen¬ 
tos, por mais simples que possam ser, nao sejam 
deixados de lado, mas sim considerados como 
procedimentos legitimos. Resumidamente, um 
POP deve conter o seguinte conteudo: 1. Nome do 
teste, 2. Principio, 3. Preparo do paciente, 4. Re¬ 
quisites da a mostra, 5. Equipamentos utilizados, 
6. Preparo dos reagentes, 7. Procedimentos do tes¬ 
te, 8. Calculos, 9. Procedimentos de controle de 
quaiidade, 10. Valores de referenda, 11. Valores 
criticos para alerta, 12. Limita^oes do procedi- 
mento, 13. Cronograma de manuten^ao, 14. Refe¬ 
rences bibliograficas e 15. Assinatura e data de 
revisao. 

Apesar dos POPs do laboratorio de hematologia 
conterem todos esses elementos, uma enfase maior 
deve ser direcionada para os seguintes detalhes: 

A descri^ao de cada tipo celular encontrado 
no sangue e em outros fluidos biologicos 
deve ser claramente definida por escrito. 
Esta a^ao ajudara a reduzir diferen^as inte- 
rindividuos na identifica^ao de celulas san- 
guineas. O maior exemplo e a distin^ao en- 
tre bastonetes e segmentados ou entre 
linfocitos normais e atipicos. Problemas na 
identifica^ao dessas celulas podem ser re- 
duzidos por meio de defini^oes claras e con- 
cisas que sejam utilizadas por todos os pro- 
fissionais do laboratorio de hematologia. 


TABELA 4.8 Exemplos de criterios de 
autoverifica^ao de resultados de parametros 
hematologicos (Delta check ) 


parAmetro 

INTERVALO 

DELTA 

CHECK 

{%) 

DELTA 

CHECK 

(ABSOLUTO) 

Leucocitos 

2,0 a 50,0 x 
10 3 /jjL 

50 

10,0x 10 3 /pL 

Eritrocitos 

2,0 a 8,0 x 

106/pL 

50 

1,5 x 105/pL 

Hemoglobina 

8,0 a 20,0 g/dL 

30 

4 g/dL 

Volume globular 

23 a 60% 

12% 


VCM 

50 a 110 fL 

7 

6 fL 

HCM 

Qua Iquer valor 

10 

- 

CHCM 

30 a 45% 

- 

3% 

RDW-CV 

Qualquer valor 

- 

2,5% 

Plaquetas 

20 a 1.000 x 
10 3 /(jL 

30 

150 x 103/pL 

VPM 

Qualquer valor 

- 

2,5 

Neutrofilos 

Qualquer valor 



Bastoes 

s 30% 

- 

20 

Monocitos 

Qualquer valor 

30 

1,0 x 10VpL 

Eosinofllos 

^ 20% 

50 

% ± 8 

Linfocitos atipicos 

10 a 20% 

- 

% ± 15 

Linfocitos atipicos 

< 10% 

- 

%±10 

Metamielocitos 

10 a 20% 

- 

% ± 20 

Metamielocitos 

< 10% 

- 

%±10 

Mielocitos 

5 a 20% 

- 

%±10 

Mielocitos 

<5% 

- 

% ± 5 

Promielocitos 

3 a 10% 

- 

%±10 

Promielocitos 

s3% 

- 

% ± 4 

B lastos 

10 a 20% 

- 

% ± 20 

Blastos 

5 a 10% 

- 

%±10 

B lastos 

<5% 

- 

% ± 5 

Eritroblasto/ 

100 leucocitos 

75 a 100% 

- 

% ± 50 

Eritroblasto/ 

100 leucocitos 

50 a 75% 

- 

% ± 25 

Eritroblasto/ 

100 leucocitos 

25 a 50% 

- 

% ± 20 

Eritroblasto/ 

100 leucocitos 

< 25% 

- 

% ± 15 


Fonte: Adaptada de Davis , 27 Davis , 28 Gulati e colaboradores 29 
e Buttarello . 30 
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A maneira de rep or tar os resultados da con- 
tagem diferencial de leucocitos e da analise 
microscopica deve estar claramente descri- 
ta e deve ser seguida por todos. Sugere-se 
eliminar o uso indiscriminado de termos 
genericos, como anisocitose e poiquilocito- 
se, sendo mais especifico na descri^ao do 
tamanho e das formas eritrocitarias. Quan- 
do se quantifica as altera^oes em cruzes (1+, 
2+, 3+), deve-se estabelecer o que realmente 
significa cada uma dessas graduates. 

Os criterios de revisao de laminas devem 
ser definidos em POP e deve ser compreen- 
dido por todos os profissionais, que devem 
saber exatamente por que estao revisando 
determinada lamina. 

Entre os POPs, deve estar incluido um item 
sobre os procedimentos de calibrai^ao dos 
analisadores hematologicos. Este procedi- 
mento ajuda a assegurar consistencia na 
calibra^ao, uma vez que os profissionais 
dos varios turnos de trabalho podem en- 
frentar dificuldades com o desempenho 
analitico dos analisadores. 

Os POPs de controle de qualidade, com li- 
mites de tolerancia e aifoes a serem toma- 
das quando os limites sao ultrapassados 
tambem devem estar disponiveis. Muitos 
cuidados devem ser tornados na manipula- 
$ao de controles comerciais e na sele^ao e 
preparo de amostras de pacientes que serao 
usadas como controle interne. 

O bom senso dita que um POP, nao impor- 
ta quao bem redigido esteja, e inutil quan¬ 
do os profissionais que devem seguir suas 
instru^oes nao estao confiantes e seguros 
sobre seu conteudo. Portanto, a necessida- 
de de sempre estar treinando e reciclando 
o pessoal do laboratorio nunca deve ser 
subestimada. 20 > 21 


Todos os laboratories devem participar de um pro- 
grama de avalia^ao externa da qualidade para veri- 
ficar o seu desempenho perante outros laborato¬ 
ries em rela^ao a um material que e fornecido 
especialmente para tal fim. Em geral, e organizado 
como um programa de ensaios de proficiencia em 
uma base regional, nacional ou international, cujos 
participantes sao os laboratories dos respectivos 
parses. A analise do desempenho e retrospectiva, e 


o objetivo e conseguir comparabilidade interlabo- 
ratorial e verificar quais sao os melhores metodos 
para serem utilizados na rotina. No Brasil, existem 
dois programas de controle de qualide externo, o 
PNCQ, da Sociedade Brasileira de Analises Clini- 
cas, e o ControlLab, em parceria com a Sociedade 
Brasileira de Patologia Ciinica. Existem ensaios de 
proficiencia especificos para a hematologia, como e 
o caso do Insight ™ da Sysmex® e o Interlab Quali¬ 
ty Control (ILQC) da Siemens®. A vantagem deles 
e que sao considerados de centenas a milhares de 
analisadores hematologicos espalhados pelos con- 
tinentes para que as analises sejam feitas, trazendo 
bons subsidios para as interpreta^oes dos resulta¬ 
dos para cada modelo de analisador hematologico. 

O controle externo e pre-requisito para acre- 
dita^oes laboratoriais. E uma exigencia junto aos 
principais pianos de saude e sao obrigatorios, se- 
gundo portarias e resolu^oes mais recentes, como 
a RDC 302/2005 e a MS1353/2011. 31 ’ 32 

O controle externo deve estar sempre aliado 
ao controle interno e a uma gestao comprometida 
com a qualidade, de modo a promover melhorias 
dos processos analiticos e garantia de resultados 
mais confiaveis. 



E de fundamental importancia que se tenha uma 
boa compreensao dos fatores que podem ter im- 
pacto sobre os resultados dos exames, sobretudo 
pela enorme enfase que e dada aos valores numeri- 
cos alcan^ados. Os resultados obtidos quando as 
amostras sao analisadas nao sao valores indiscu- 
tilvelmente perfeitos. Normalmente, esses valores 
estao um pouco distantes dos valores verdadeiros 
(erro sistematico) e oscilam ao redor do mesmo 
(erro randomico). A influencia destes dois tipos de 
erros e chamada de varia^ao analitica. Os resulta¬ 
dos ainda sao influenciados pela varia^ao pre-ana¬ 
litica (discutida no Capitulo 1, Ease pre-analitica 
em hematologia laboratorial) e pela varia^ao bio- 
logica individual do parametro analisado. 

A varia^ao pre-analitica e muito dificil de ser 
mensurada; por isso, se for padronizada, pode-se 
minimizar e, ate mesmo, eliminar a varia^ao dos 
resultados decorrentes de fontes pre-analiticas, 
fazendo com que a varia^ao dos resultados depen- 
da mais exclusivamente das variaveis analiticas e 
biologic as. Para entendimento da varia^ao biolo- 
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gica, deve-se ter em mente que a maioria dos re- 
sultados dos analitos flutua em tor no de um ponto 
homeostatico nos individuos, dando origem a va- 
ria^ao biologica intraindividuo ou CVi. Essa va¬ 
riably biologica intraindividuo e aleatoria, e o 
ponto homeostatico difere entre individuos, dan¬ 
do origem a varia^ao biologica de um grupo de 
individuos ou interindividuos (CVg). 

Da mesma forma que o CV analitico provoca 
incerteza em torno de um resultado de laborato¬ 
ry, o CVi provoca incerteza em torno da concen- 
tra^an de um analito em um individuo ao longo 
do tempo. Por exemplo, o CVi para plaquetas e de 
9,1%, ou seja, a obten^ao de um resultado de 
150.000/pL em um individuo implica que a sua 
contagem de plaquetas, em determinado momen- 
to, possa ser entre 136.350 e 163.650/jiL, sem que 
haja uma verdadeira mudanba na produ^ao das 
plaquetas. Alguns analitos tern uma maior varia¬ 
bly biologica do que outros, por exemplo, VCM de 
1,3% e leucocitos 10,9%. Ao interpretar os resulta- 
dos, tanto a variat^ao analitica como a biologica 
devem ser levadas em conta. 

Existem muitas aplica^oes para os dados de 
varia^ao biologica. As mais importantes sao o in¬ 
dice de individualidade (II), os valores de referen¬ 
da da mudan^a, os quais indicam se a diferen^a 
entre resultados consecutivos de um paciente e 
significativa ou nao e, por fim, a defini^ao de es- 
peciflca^oes de qualidade em lab oratorios. 

O indice de individualidade (II) e calculado 
da seguinte forma: CVi/CVg. O II compara a va¬ 
riably biologica intraindividuo com a inter indi- 
viuos. Esse indice prediz a utilidade de um inter- 
valo de referenda. A maioria dos parametros 
hematologicos possui CVi < CVg (Tabela 4.9) e, 
quando essa regra e observada, diz-se que o para- 
metro possui elevada individualidade e que os va¬ 
lores de um deter minado individuo cobrem ape- 
nas uma pequena parte do intervalo de referenda. 
Nesses casos, a utilizai^ao de valores de referenda 
para sexo e idade sao de baixa utilidade para pre- 
dizer mudan^as significativas na evolu^ao dos pa- 
cientes. Isso quer dizer que os pacientes podem ter 
valores que seriam anormais para eles, mas que 
ainda estariam dentro dos valores de referenda 
convencionais. Portanto, a realiza^ao do hemo- 
grama objetivando dignostico precoce nunca ter a 
100% de sensibilidade, e casos falsos negativos sao 
muito comuns. 


Em rela^ao a varia^ao analitica, se ela nao for 
devidamente controlada pelo laboratory por 
meio de uso adequado de ferramentas da qualida¬ 
de que diminuam a incidencia de erros randomi- 
cos e sistematicos, podem ocorrer mudan^as nas 
condutas clinicas devido a mudan^as espurias nos 
valores de decisao clinica dos parametros hemato¬ 
logicos. A Figura 4.4 mostra o impacto de erros 
sistematicos em pontos de decisao clinica. 
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determinates 


1, distributes corretas; 2, distributees nas quais um erro siste- 
matico provocou um desvio analitico positivo (para a direita). 

No exemplo da Figura 4.4, o erro sistematico 
observado provoca um aumento espurio de indi¬ 
viduos nao doentes que passam a ser consider ados 
como doentes (falsos positivos). Por outro lado, 
ocorre diminui^ao de individuos doentes que 
eram consider ados como nao doentes. No balan^o 
final, percebe-se que muitas condutas medicas se- 
rao tomadas desnecessariamente a custa de uma 
pequena redu^ao dos falsos negativos. A Figura 
4.5 mostra o impacto de erros randomicos em 
pontos de decisao clinica. 

1 i 



determinates. 


1, distributees corretas; 2, distributees nas quais um erro rando- 
mico provocou um aumento da imprecisao em relagao ao valor real 
de determinada analise. 
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No exemplo da Figura 4,5, o erro randomico 
observado provoca um aumento espurio de indi¬ 
viduos nao doentes que pass am a ser considerados 
como doentes (falsos positivos) e um aumento es¬ 
purio de individuos doentes que passam a ser con¬ 
siderados como nao doentes. No balan^o final, 
percebe-se que muitas condutas medicas serao 
tomadas desnecessariamente (falsos positivos) e 
que muitas nao serao tomadas adequadamente 
(falsos negativos). 

Por meio dessas abordagens, percebe-se que o 
controle de qualidade vai muito alem da simples 
compara^ao diaria dos valores obtidos para os pa- 
rametros com os valores especificados nas bulas 
dos controles. Deve-se compreender o controle de 
qualidade em um contexto amplo, em que os re- 
sultados gerados provocam a^oes que terao im- 
pacto direto sobre os cuidados com os pacientes. 
Nesse sentido, o laboratorio tern um papel funda¬ 
mental e deve dedicar muito cuidado e aten^ao na 
utiliza^ao de ferramentas que monitorem adequa¬ 
damente a qualidade dos resultados reportados. 


COMO SABER SE UM RESULTADO 
REALMENTE DIFERE DE OUTRO 


Em geral, a analise de um resultado quantitative 
baseia-se na sua compara^ao com valores de refe¬ 
renda e pontos de corte de decisao clinica. Esse tipo 
de analise permite ao medico saber se o resultado 
esta de acordo com os valores encontrados na maio- 
ria dos individuos normais. Contudo, os limites 
utilizados para definir a condi<~ao de normalidade 
sao muito amplos, especialmente para os parame- 
tros hematologicos, que possuem elevado indice de 
individualidade, impedindo a detec^ao precoce de 
varia^oes particulares em um mesmo individuo. 

Como parte de um servi^o de qualidade, os 
laboratories de hematologia devem fornecer sub¬ 
sidies para ajudar os medicos a interpretarem os 
numeros que sao reportados. Isso pode ser feito 
por meio de guias objetivos sobre a significance 
das mudan^as em resultados seriados, os quais 
podem auxiliar na avalia^ao da evolui^ao dos tra- 
tamentos aplicados e na defini^ao do estado do 
paciente (normalidade, recaida, processo de cura, 
etc.). Devem ser estabelecidos criterios que possi- 
bilitem definir se um par de resultados e igual en- 
tre si e com qual grau de certeza. 

Para determinar se a disparidade entre dois 
resultados realmente representa uma diferen 9 a no 
estado do paciente, necessita-se identificar e me- 


dir todas as fontes de varia^oes (pre-analitica, 
analitica e biologica). Em virtude da dificuldade 
de medi^ao da varia^ao pre-analitica, em fun^ao 
das diversas variaveis associadas a ela, e de grande 
importance que ela seja levada a um nivel insig- 
nificante pela padroniza^ao dos procedimentos 
de orienta^ao e prepara^ao do paciente, coleta, 
transporte, centrifuga^ao, manuseio, etc. 

A varia^ao analitica, ou CVa, e medida pelo 
controle interno de qualidade e define qual a fra- 
9 ao da varia^ao de um resultado que esta associa- 
da a oscila 9 oes do sistema analitico em uso. 

A varia 9 ao biologica individual para cada 
parametro hematologico deve ser tomada de lite- 
r aturas confiaveis, de mo do a parametrizar a va- 
ria 9 ao possivel que pode ser observada em um in¬ 
dividuo saudavel em uma cond^ao de equilibrio. 

Alem dessas medidas de varia 9 oes, e necessa- 
rio arbitrar o nivel de significancia que se deseja 
para a analise dos dados. E um consenso adotar o 
nivel de significancia de 5%, porem, eventualmen- 
te, e possivel adotar 1%. 

Fraser 33 sugere a ado 9 ao de uma formula que 
sintetiza as variaveis expostas anteriormente para 
a determ ina 9 ao da referenda para diferen 9 a entre 
med^oes (RCV, do ingles reference change value), 
tomadas de um mesmo paciente em um dado in- 
tervalo de tempo. A formula e a seguinte: 

RCV - Z x (4/2) x (^/cv&Vcw 7 ) 

Z = coeficiente da distribui^ao normal e assume o valor 1,96 se o 
nivel de significancia for de 5% e 2,58 se o nivel de significancia 
forde 1%. 

(^ 2 ) = valor utilizado pelo fato de se compararem os resultados 
entre duas amostras 

CVa = utiliza-se o coeficiente de variagao analitica do controle 
interno de qualidade do laboratorio 

CVi = utiliza-se o coeficiente de varia^ao biologica intraindividuo 
das mel ho res fontes disponiveis 

A precis ao e a exatidao do analisador hemato¬ 
logico para determinado parametro exercem im- 
portante influencia sobre o valor do RCV. Quanto 
menor a imprecisao, menor sera o RCV. 

Para demonstrar a utiliza 9 ao do RCV, utili- 
zam-se os exemplos a seguir: 

1. Homem, 73 anos, tem a concentra^ao de hemoglo- 
bina inicial de 10,3 g/dL. Ele inicia o uso de sulfato 
ferroso e, apos 20 dias de tratamento, fez um novo 
exame para acompanhamento, e a hemoglobina ob- 
tida foi de 11,7 g/dL. A hemoglobina realmente subiu 
devido ao tratamento? 
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Resposta: 

Primeiro valor = 10,3 g/dL 
Segundo valor = 11,7 g/dL 

Diferenga observada em relagao ao valor inicia! = 1,4 g/dL = 
13,59%. 

CVa = 0,8% 

CVi = 2,8% 

\/2 = 1,414 

Z = 1,96 

DIFERENgA CRlTiCA: 

RCV = Z X (il2 ) X (VcVa 2 +CVi 2 j 

RCV = 1,96x1,414xWo.8 2 + 2,8 2 ) 

RCV = 8,07% 

A diferen^a de 13,59% entre as duas medidas e 
superior ao limite estabelecido de 8,07%, o que 
nos permite afirmar que os resultados sao diferen- 
tes entre si, sendo o nivel de significance de 5%. 

2. Mulher, 45 anos, obteve uma contagem inlciaf de 
piaquetas de 24.000/pL. Retornou ao medico hema- 
tologista, o qua! sugeriu a realizagao de uma pungao 
de medula ossea para mielograma e biopsia. Na duvi- 
da sobre o resultado initial e sobre a necessidade de 
indicar transfusao de piaquetas, o medico solicitou 
uma segunda contagem no mesmo laboratorio, que 
foi de 18.000/pL. Sabe-se que, para indicar transfu¬ 
sao de piaquetas, sua contagem deve estar abaixo de 
20.000/pL. Caso nao fosse considerado apenas o ga- 
tiiho de corte (20.000/pL), mas se houve ou nao va- 
riagao significativa entre os resultados das duas con- 
tagens, haveria a necessidade de se fazer uma 
transfusao profilatica de piaquetas nesta paciente? 

Resposta: 

Primeiro valor = 24.000/gL 
Segundo valor = 18.000/pL 

Diferenga observada em relagao ao valor iniciai = 6.000/|jL - 25%. 
CVa = 4,6% 

CVi = 9,1% 

-s/2 = 1,414 
Z= 1,96 

DIFERENCA CRlTICA: 

RCV = Z x (^2) x Ujcv^ + cvi 1 ] 

RCV = 1,96x1,414x(</4,6 2 + 9,1 2 ) 

RCV = 28,26% 

A diferenga de 25% entre as duas medidas e 
inferior ao limite estabelecido de 28,26%, o que 


nos permite afirmar que os resultados sao iguais 
entre si, com o nivel de significance de 5%. 

Talvez pela seguranga da paciente, a transfu¬ 
sao profilatica realmente devesse ser realizada. 
Por outro lado, o resultado mostrou que nao hou¬ 
ve diferenga estatistica entre as duas contagens, o 
que poderia ter simplificado a conduta medica, 
alem de diminuir custos com procedimentos des- 
necessarios. Outro fator que contribui para esse 
resultado foi o CVa de 4,6%, que esta no limite de 
variagao aceitavel para a contagem de piaquetas. 
Quanto maior o valor CVa, maior sera o RCV. Os 
laboratories devem tentar sempre reduzir ao ma- 
ximo a imprecisao e inexatidao dos resultados, de 
modo que pequenas variagoes possam indicar 
mudan 9 as verdadeiras com elevado grau de con- 
fian 9 a estatistica. 

Tl t J fl| I 3 I A 1 ■ ■ I _jL1 T 1 ■ I I I i 1 ■ I I I l 1 


Antes de se implantarem praticas de controle de 
quaiidade para melhorar a quaiidade dos resulta¬ 
dos e do laboratorio, de um modo geral, deve-se 
saber exatamente aonde se quer chegar, ou seja, 
qual nivel de quaiidade e necessario para satisfa- 
zer as necessidades dos profissionais do laborato¬ 
rio, dos medicos e dos pacientes. Esse nivel de de- 
sempenho recebe o nome de especificagao da 
quaiidade. 

Nesse sentido, varios estudos tern proposto 
metas analiticas para imprecisao e inexatidao 
aceitaveis para os parametros hematologicos. 
Muitos autores utilizam limites de variagao anali- 
tica, considerando componentes da variabilidade 
biologica pelo fato de existir, para os parametros 
do hemograma, liter aturas e specific as com tais li¬ 
mites. Desse modo, a imprecisao maxima sugerida 
para os parametros hematologicos deve ser menor 
que a metade da variabilidade biologica intraindi¬ 
vidual (CV (analItico) ou imprecisao < 0,50 x CV (intra) ), 
enquanto a inexatidao deve ser menor que um 
quarto da variagao biologica interindividuos, que, 
por sua vez, e definida como o somatorio da varia¬ 
gao biologica intra e interindividuo (Bias (analitico ) 
ou inexatidao < 0,25 x (CV (intra) 2 + CV^) 1 ^ O 
somatorio destas duas metas e utilizado para se 
calcular o erro total permitido (ETp < 0,250 x 
(CV ( , ntrl) 2 + CV (ln! „,2)i'2 + 1,65 X (0,50 X CV 0nt J.34 
A Tabela 4.9 mostra algumas especificagoes de 
quaiidade para parametros hematologicos. 
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TABELA 4.9 Especificagoes de qualidade e informagoes adicionais para varios parametros hematologicos 


parAmetro 

CVi {%) 

CVg (%) 

CVa (%) 

BIAS (%) 

11 

ETp (%) 

Eritrocitos 

3,2 

6,1 

1,6 

1,7 

0,52 

4,4 

Hemoglobina 

2,8 

6,6 

1,4 

P 1,8 

0,42 

4,1 

Volume globular 

2,8 

6,4 

1,4 

1,7 

0,43 

4,1 

VCM 

1,3 

4,8 

0,7 

1,2 

0,27 

2,3 

HCM 

1,6 

5,2 

0,8 

1,4 

0,30 

2,7 

CHCM 

1,7 

2,8 

0,9 

0,8 

0,60 

2,2 

RDW-CV 

3,5 

5,7 

1,8 

1,7 

0,61 

4,6 

RDW-SD 

3,5 

5,7 

0,8 

1,8 

0,61 

I 4,3 

Leucbcitos 

10,9 

19,6 

5,5 

5,6 

0,55 

14,6 

Plaquetas 

9,1 

21,9 

4,6 

5,9 

0,41 

13,4 

Neutrofilos 

16,1 

32,8 

8,1 

9,1 

0,49 

22,4 

Linfocitos 

10,4 

27,8 

5,2 

7,4 

0,37 

16 

Monocitos 

17,8 

49,8 

8,9 

13,2 

0,35 

27,9 

Eosinofilos 

21 1 

76,4 

10,5 

19,8 

0,27 

37,1 

Basofiios 

28 

54,8 

14 

15,4 

0,51 

38,5 

Reticulocitos 

11 

33 

5,5 

7,8 

0,33 

16,8 

VPM 

4,3 

8,1 

2,2 

2,3 

0,53 

5,8 

PDW 

2,8 


1,4 




Plaquetocrito 

11,9 


6,0 




CHr 

1,0 

3,8 

2,6 


0,26 


IRF 



10,9 

19,4 


52 


CVi, variagao biologies intraindividuo; CVg, variagao biologies interindividuos; CVa, coeficiente de variagao analitica maxima permitida; Bias, 
inexatidao maxima permitida; II, indice de individualidade (CVi/CVg); ETp, erro maximo permitido. CHr, conteudo de hemoglobina dos reticu- 
locitos; 1RF, fragao de reticuldcitos imaturos, 

Fonte: Adaptada de Fraser , 33 Ricos e colabor adores, 3S Sociedad Espanola de Bioquimica Clinica y Patologia Molecular , 36 Federal 
Register 37 e American Association of Bioanalysts . 38 


A avaliagao pos-analitica do hemograma e total- 
mente dependente das fases pre e intra-analitica, 
especialmente por ter de responder a pergunta 
inicial do medico por meio da qualidade analiti- 
ca alcangada, no contexto do quadro clinico do 
paciente. Todos os conhecimentos relativos as 
fases pre e intra-analitica devem ser aplicados de 
modo a garantir que a fase pos-analitica possa 
realmente acentuar as habilidades percebidas pe- 
los medicos na interpretagao das informagoes do 
laboratorio. 

Os procedimentos pos-analiticos realizados 
dentro do laboratorio incluem a verificagao dos 
resultados laboratoriais, liberagao dos resultados 


no sistema de infer magao do laboratorio e a forma 
de apresentagao dos resultados aos medicos. Nes- 
sa etapa, os problemas mais comuns sao a valida- 
gao errada, resultados atrasados, nao reportados 
ou reportados de forma incorreta por causa de er- 
ros de entrada de dados e erros de transcrigao. O 
sistema de interfaceamento do laboratorio deve 
ser de boa qualidade e possibilitar a configuragao 
de criterios para liberagao direta dos resultados de 
exames dentro dos limites de triagem, de modo a 
diminuir o tempo de liberagao dos resultados e, 
assim, disponibilizar a informagao mais rapida- 
mente para os medicos. 

Outra fonte bem conhecida de problemas pos- 
-analiticos e a variabilidade interlabor atorial e im- 
precisao dos intervalos de referencia. Valores de 
referenda bem estabelecidos sao fundamentals 
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para a interpretagao clinica dos resultados labora- 
toriais. O uso de intervalos de referenda inadequa- 
dos afeta a interpreta^ao clinica dos resultados, le- 
vando a erros na tomada de decisoes clinicas. 

A produ^ao e libera^ao de laudos laboratoriais 
sao passos cruciais em procedimentos pos-analiti- 
cos, visto que os seus formatos, conteudos e as for¬ 
mas de expresssar os resultados podem afetar a 
interpreta^ao e a utiliza^ao dos dados laborato¬ 
riais pelos medicos. 39 

Nos hemogramas, devem estar descritas as in- 
forma^oes essenciais para a correta interpretaqao 
dos resultados, como, por exemplo, a marca do 
analisador hematologico utilizado pelo lab orato¬ 
rio, a fim de possibilitar a interpreta^ao de parame- 
tros do hemograma com base nos principios anali- 
ticos. £ importante descrever se foi ou nao 
realizada a revisao microscopica da lamina do he¬ 
mograma pelo fato de os resultados estarem dentro 
dos limites de triagem definidos pelo laboratorio. 
Essas informal es auxiliam os medicos no sentido 
de alerta-los quanto a possivel presenqa de altera- 
9 oes hematologicas que nao sao identificadas pela 
automaqao nos resultados liberados sem revisao da 
lamina. A correta interpretag ao dess a observagao 
far a com que medicos solicitem revisao microsco¬ 
pica em hemogramas subsequentes, caso haja sus- 
peita de alguma doenga em especial. A automagao 
e fundamental nos dias de hoje; contudo, os profis- 
sionais do laboratorio devem supervisionar e con- 
trolar esse processo, de modo a agregar uma quali¬ 
dade geral maior nos resultados fornecidos. 


REFERENCES 


1. Cembrowski GS. Thoughts on quality-control systems: a 
laboratorian's perspective. Clin Chem. 1997;43(5):886-92. 

2. Camarinha GC, Medeiros Jr N, Lopes RM. Controle inter- 
no. In: Oliveira CA, Mendes ME. Gestao da fase analitica 
do laboratorio: como assegurar a qualidade na pratica. 
Rio de Janeiro: Control Lab; 2011. v. 2. 

3. Moser K, Seelenbinder F, McFadden S, Adkins C, Goshay 
M, Davis F. Selecting a new analyzer for the hematology 
laboratory: the experience at OhioHealth hospitals. Lab 
Hematol. 2001;7:245-54. 

4. Veillon DM, Curry S, Tubbs K, Kaltenbach J, Cotelingam 
JD. Decision dilemma: how we chose a new hematolo¬ 
gy analyzer. Lab Hematol. 2000;6(3):151-6. 

5. Silva PH, Hashimoto Y, Alves HB. Hematologia laborato¬ 
ry. Rio de Janeiro: Revinter; 2009. 

6. Buttarelio M, Plebam M. Automated blood cell counts: 
state of the art. Am J Clin Pathol. 2008;130(l):104-16. 

7. Clinical and Laboratory Standards Institute. Validation, 
verification, and quality assurance of automated hema¬ 
tology analyzers. Approved standard. 2nd ed. Wayne: 
CLSI; 2010. 


8. Clinical and Laboratory Standards Institute. Reference 
leukocyte (WBC) differential count (Proportional) and 
evaluation of instrument methods. Approved standard. 
2nd ed. Wayne: CLSI; 2007. 

9. International Council for Standardization in Haematology 
Expert Panel in Cytometry. Guidelines for the evaluation 
of blood cell analyzers including those used for differen¬ 
tial leukocyte and reticulocyte counting and cell marker 
applications. Clin Lab Haematol. 1994;16(2):157-74. 

10. StammingerG, Auch D, Diem H, Sinha P. Performance of 
the XE-2100 leukocyte differential. Clin Lab Haematol. 
2002;24(5):271 -80. 

11 . Levey S, Jennings E.The use of control charts in the clini¬ 
cal laboratory. Am J Clin Pathol. 1950;20(11):1059-66. 

12. Cembrowski GS, Smith B.Tung D. Rationale for using In¬ 
sensitive quality control rules for today's hematology 
analyzers. Int J Lab Hematol. 2010;32(6):606-15. 

13. Westgard J, Barry P, Hunt M, Groth T. A multi-rule 
Shewhart chart for quality control in clinical chemistry. 
Clin Chem. 1981;27(3):493-501. 

14. Cembrowski GS, Chandler E, Westgard J. Assessment of 
"average of normals" quality control procedures and 
guidelines for implementation. Am J Clin Pathol. 
1984;81(4):492-9. 

15. Cembrowski GS, Carey RN. Quality control in hematolo¬ 
gy. In: Cembrowski GS, Carey RN. Laboratory quality ma¬ 
nagement: QC QA. Chicago: ASCP; 1989. 

16. Klee GG, Schryver P. Quality assurance for basic haema¬ 
tology cell counts. In: Rowan RM, van Assendelft OW, 
Preston E, editors. Advanced laboratory methods in ha¬ 
ematology. New York: Arnold; 2002. 

17. Bull BS, Elashoff RM, Heiibron DC, Couperus J. A study of 
various estimators for the derivation of quality control 
procedures from patient erythrocyte indices. Am J Clin 
Pathol. 1974;61(4):473-81. 

18. Comar SR. Quando setrabalha com maisde um equipa- 
mento e importante que as calibrates estejam serme- 
ihantes? Como se realiza esta verificagao? In: Martinho 
MSC. Hematologia em laboratorio clinico. Sao Paulo: 
Sarvier; 2012. 

19. RiedingerTM, Rodak BF. Quantitative laboratory evalua¬ 
tion of erythrocytes. In: Stiene-Martin EA, Lotspeich- 
-Steininger CA, Koepke JA, editors. Clinica! hematology: 
principles, procedures, correlations. 2nd ed. Philadel¬ 
phia: Lippincott; 1998. 

20. Gulati GL, Hyun BH. Quality control in hematology. Clin 
Lab Med. 1986;6(4):675-88. 

21. Stewart CE, Koepke JA. Hematology quality assurance. In: 
Stewart CE, Koepke JA. Basic quality assurance practices 
for clinical laboratories. Philadelphia: JB Lippincott; 1987. 

22. Arderiu XF, Panyella MG, Bach DD. Between-examiner 
reproducibility in manual differential leukocyte coun¬ 
ting. Accred Qua! Assur. 2007;12(12):643-5. 

23. Cornbleet PJ. Clinical utility of the band count. Clin Lab 
Med. 2002;22(1):101-36. 

24. Houwen B. The differential cell count. Lab Hematol. 
2001;7(2):89-100. 

25. Pierre RV. Peripheral blood film review: the demise of 
the eyecount leukocyte differential. Clin Lab Med. 
2002;22(1):279-97. 

26. Ruemke CL. Variability of results in differential cel! 
counts on blood smears. Triangle. 1960;4:154-7. 







92 Hematologia laboratorial: teoria e procedimentos 


27. Davis GM. Autoverification of the peripheral blood 
count. Lab Med. 1994;25:528-31a. 

28. Davis GM. A ruied-based system for cost savings in he¬ 
matology. MLO Med Lab Obs. 1994;26(9):44-6b. 

29. Gulati GL, Alomari M, Kocher W, Schwarting R. Criteria 
for blood smear review. Lab Med. 2002;5(33):374-Z 

30. Buttarello M. Quality specification in haematology: the 
automated blood cell count. Clin Chim Acta. 
2004;346(l):45-54. 

31. Agenda Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil). Resolu- 
gao n. 302, de 13 de outubro de 2005. Dispoe sobre re- 
gulamentotecnico parafuncionamentode laboratories 
clinicos. Brasilia: ANVISA; 2005. 

32. Agenda Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil). Portaria 
n. 1.353, de 13 de junho de 2011. Aprova o regulamento 
tecnico de procedimentos hemoterapicos. Brasilia: AN¬ 
VISA; 2011. 

33. Fraser CG. Changes in serial results. In: Fraser CG. Biologi¬ 
cal variation: from principles to practice. Washington: 
A ACC; 2001. 


34. Fraser CG. Quality specifications. In: Fraser CG. Biological 
variation: from principles to practice. Washington: 
A ACC; 2001. 

35. Ricos C, Alvarez V, Cava F, Garcia-Lario JV, Flernandez A, 
Jimenez CV, et a!. Current databases on biological varia¬ 
tion: pros, cons and progress. Scand J Clin Lab Invest. 
1999;59(7):491 -500. 

36. Sociedad Espahola de Bioquimica Clinica y Patologia 
Molecular [Internet]. Barcellona: SEQC; 2015 [capturado 
em 24 abr 2015], Disponivel em: http://www.seqc.es/. 

37 Federal Register. Medicare, medicaid and CLIA progra¬ 
ms: regulations implementing the Clinical Laboratory 
Improvement Amendments of 1988 (CLIA), final rule. 
Fed Regist. 1992;57(40):7002-186. 

38. American Association of Bioanalysts [Internet]. St. Louis: 
AAB; 2015 [capturado em 24 abr 2015], Disponivel em: 
http://www.aab.org/aab/default.asp. 

39. Plebani M. Errors in clinical laboratories or errors in labo¬ 
ratory medicine? Clin Chem Lab Med. 2006;44(6):750-9. 



SERIE VERMELHA - ERITROGRAMA 
ERITROPOIESE E METABOLISMO 

energEtico DO ERITRtiCITO 



A celula-tronco hematopoietica pode se comptometer com a linhagem linfoide 
ou mieloide. Quando comprometida com a linhagem mieloide, a primeira celula 
formada e a CFU-GEMM (unidade formadora de colonias de granulocitos, eri- 
trocitos, megacariocitos e macrofagos). A partir da CFU-GEMM, forma-se a pri¬ 
meira celula da linhagem eritroide, a BFU-E (do ingles burst-forming unit- 
-erythroid). A palavra burst significa explosao, e a celula recebeu este nome pelo 
fato de que quando cultivada in vitro , ela gera de centenas a milhares de colonias 
entre 10 e 14 dias, 1 enquanto in vivo e a celula que mantem a eritropoiese. Esta 
celula necessita, para a prolifer a^ao e a diferencia^ao, de interleucina-3, fator es- 
timulante de colonias de macrofagos e granulocitos e eritropoietina (EPO). A 
BFU-E da origem a CFU-E (do ingles colony-forming unit-erythroid), dependen- 
te de EPO para proliferate e a diferencia^ao e que origina a primeira celula re- 
conhecivel da serie vermelha na medula ossea: o pro-eritroblasto (PERTB). O 
termo eritroblasto foi utilizado por Erlich para designar todas as formas de celu- 
las vermelhas nucleadas, patologicas ou nao. 2 O PERTB pode ser descrito como 
uma celula de tamanho que varia entre medio e grande, com um nucleo arre- 
dondado que ocupa 80% do citoplasma. A cromatina distribui-se homogenea- 
mente em pequenos grumos, apresentando um padrao de cromatina condensa¬ 
da, se comparada ao mieloblasto ou linfoblasto, com nucleolos evidentes e com 
citoplasma que apresenta basofilia intensa. A quantidade de hemoglobina pre¬ 
sente no PERTB e pequena. 3 O PERTB divide-se e da origem ao eritroblasto ba- 
sofilo (ERTBB), uma celula bastante semelhante ao PERTB, com a diferen^a que 
o ERTBB e menor, o nucleolo nao e mais visto, a cromatina e mais condensada e 
a quantidade de hemoglobina aumenta. O PERTB, por divisao mitotica, origina 
o eritroblasto policromatofilo (ERTBP), que recebe este nome pela caracteristica 
do citoplasma. Se o nucleo for retirado, o citoplasma e de um eritrocito com poli- 
cromatofilia. O nucleo do ERTBP e pequeno; a cromatina e bastante condensada e 
heterogenea. O ERTBP divide-se e forma o eritroblasto ortocromatico (ERTBO), 
que apresenta o citoplasma igual ao de um eritrocito, com grande quantidade de 
hemoglobina; o nucleo e picnotico e sera expulso da celula. O ERTBO nao se di¬ 
vide. Ele matura para a fase de reticulocito (RT), que e uma celula anucleada que 
difere do eritrocito por ser maior, em torno de 20%, 4 e que contem o RNA ribosso- 
mal. A forma final da eritropoiese e o eritrocito, uma celula biconcava, anucleada 
e cheia de hemoglobina, mas incapaz de sintetiza-la. A Figura 5.1 mostra a sequ- 
encia de matura^ao da eritropoiese. 

Conhecer a matura^ao eritroide facilita o entendimento de algumas situa¬ 
tes praticas que acontecem diariamente no laboratorio clinico. A Figura 5.2 
ilustra altera^oes morfologicas que sao compatfveis com estado hemolitico. Os 
eritroblastos circulantes, a policromatofilia (reticulocitos) e os esferocitos pre¬ 
sente s na imagem exemplificam a maioria dos estagios de matura^ao eritroide, o 
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FIGURA 5.1 Sequencia de maturagao da eritropoiese. Aspectos morfologicos do citoplasma e do nucleo das 
celulas vermelhas durante seu processo de maturagao. 






FIGURA 5.2 Aspectos morfologicos de estado 
hemolitico. 


que representa um desequilibrio na maturagao 
celular. 

:: ERITROPOIETINA 

Para que a eritropoiese se desenvolva, e necessario 
que ocorra a proliferagao e a diferenciagao dos 
precursores eritrocitarios. A primeira fungao tem 
o sentido de formar a massa eritrocitaria do corpo 
humano (eritron) e a segunda de formar uma ce- 
lula totalmente diferenciada, repleta de hemoglo- 
bina e capaz de fazer a oxigenagao dos tecidos. 
Para que essa atividade medular ocorra, ha neces- 


sidade de que se regulem as duas fungoes feitas 
pelos fatores de crescimento elaboradas por uma 
variedade de celulas no microambiente da medula 
ossea. O unico fator de crescimento extramedular 
e a eritropoietina (EPO), principal responsavel 
pela eritropoiese. 5 Se a EPO nao estiver presente, 
os demais fatores nao sustentam a eritropoiese. 
Isso pode ser observado em pacientes renais cro- 
nicos, os quais, devido a insuficiencia renal, nao 
produzem EPO. A anemia nestes pacientes e ca- 
racterizada como normocitica, normocromica, 
sem pecilocitose significativa e instalando-se por 
falta de estimulo. Se um paciente renal cronico re- 
ceber EPO, voltara a produzir eritrocitos. A EPO e 
um hormonio polipeptldico, glicoproteina, de ca- 
deia unica, com 165 aminoacidos e contem duas 
pontes de dissulfeto intramoleculares nas posi- 
goes (Cis 7161 e Cis 29 33 ), 6 cujo gene esta localizado 
no cromossomo numero 7. 5 A representagao es- 
quematica da estrutura polipeptidica da EPO esta 
na Figura 5.3. 

Cerca de 90% da eritropoietina e produzida 
no rim e 10% no tecido hepatico. 5 A EPO e secre- 
tada pelas celulas tubulares ou celulas endoteliais 
peritubulares do rim, que tem sequencias sensi- 
veis a concentragao de oxigenio e estao envolvidas 
com a regulagao e expressao do gene. 7 Quando 
ess as celulas entram em hipoxia, geram um sinal 

















Serie vermelha - eritrograma: eritropoiese e metabolismo energetico do eritrocito 95 


-V'* 

10 20 



CADE IAS GLICfDICAS 


FIGURA 5.3 Estrutura da eritropoietina. 


de transdu^ao com consequente produ^ao de 
EPO; porem, quando as celulas saem da hipoxia, 
ela para de ser produzida, o que comprova que a 
EPO, e secretada por estimulo da hipoxia. Todas 
as celulas comprometidas com a serie vermelha 
apresentam receptores para a EPO, com exce^ao 
dos reticulocitos e eritrocitos, 2 e, na ausencia de 
EPO, a celula entra em apoptose. 8 A EPO tern 
como fun^oes estimular a prolifera^ao de pre cur- 
sores medulares, aumentando assim o numero de 
mitoses, estimular a diferencia^ao dos precurso¬ 
rs, encurtando o tempo de matura<;ao, estimular 
a sintese de hemoglobina e aumentar o numero de 
reticulocitos no sangue. 5 Em anemias hemoliticas, 
o nivel de EPO esta aumentado devido a hipoxia 
tecidual. A hipoxia instala-se porque a produ^ao 
nao consegue suprir a destrui^ao eritrocitaria. 

:: FERRO 

O ferro e absorvido no trato gastrintestinal, prin- 
cipalmente no duodeno, 1 e o pH estomacal e im- 
portante na absor^ao do ferro. 2 O pH do suco gas- 
trico estabiliza o ferro da dieta e previne a sua 
precipita^o como hidroxido ferrico insoluvel. 9 
Pacientes com acloridria ou gastrectomizados nao 
fazem absor^ao do ferro e podem desenvolver 
anemia ferropriva. O ferro pode ser absorvido na 
forma de heme ou na forma livre como ion ferroso 
(Fe 2+ ). Todo ferro da dieta deve estar em uma das 


duas formas para ser absorvido. 2 A superficie api¬ 
cal do enterocito expressa uma proteina trans- 
membrana, chamada de proteina transportadora 
de metal divale nte (DMT1), que absorve o ferro 
somente na forma ferrosa. Todo ferro nao heme 
que chega ao enterocito na forma ferrica (Fe 3+ ) e 
reduzido a Fe 2+ por uma enzima ferroredutase ci- 
tocromo b-like 10 para, posteriormente, ser trans- 
portado pela DMT1. O ferro na forma de heme e 
absorvido e no enterocito e degradado pela he- 
meoxigenase. O ferro livre segue o mesmo cami- 
nho que o ferro nao heme absorvido. Uma peque- 
na parcela de ferro na forma de heme passa para o 
plasma e liga-se a hemopexina. 11 A ferroportina e 
uma proteina que se expressa na por^ao basolate- 
ral do enterocito e que transforma o ferro para o 
plasma na forma ferrosa; porem, para que o ferro 
possa ligar-se a transferrina (TRF), ele deve ser 
oxidado pela hefaestina para ficar na sua forma 
ferrica. A transferrina e uma glicoproteina sinteti- 
zada pelo cromossomo 3, tendo como principal 
sitio de produ^ao o figado. 12 A transferrina trans¬ 
porta o ferro para os eritroblastos, os quais tern 
receptores para ela, para que o ferro seja utilizado 
na sintese de hemoglobina. Em situates fisiologi- 
cas, um ter^o da transferrina esta ligada ao atomo 
de ferro, e os dois ten;os restantes que nao estao 
ligados com o atomo de ferro sao chamados de ca- 
pacidade de transporte (ou de liga^ao) do ferro. A 
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rela^ao em porcentagem de quanto de ferro esta 
ligado a transferrina (um ter^o em situates fisio- 
logicas) e chamado de indice de satura^ao. 5 O fer¬ 
ro pode ser dosado pela concentrat^ao plasmatica 
(ferro ligado a transferrina), pela capacidade de 
transporte (quantidade da molecula da transferri¬ 
na que nao esta ligada ao ferro) e pelo indice de 
satura 9 ao (concentra 9 ao de ferro serico em por¬ 
centagem). Quando o ferro serico esta baixo (pou- 
ca quantidade de ferro ligado a transferrina, me- 
nor que um ter 9 o), a capacidade esta elevada e o 
indice de satura 9 ao baixo. Quando o ferro serico 
esta elevado (muita quantidade de ferro ligado a 
transferrina, mais que um ter 9 o), a capacidade 
esta diminuida e o indice de satura 9 ao aumentado. 

O ferro que se liga a ferritina (FIT) intracelu- 
lar nao e absorvido, mas perdido quando ocorre a 
morte do enterocito 2 (tempo de meia-vida entre 3 a 
4 dias 30 ), e essa perda e um mecanismo de regula- 
9 ao da abso^ao do ferro. O ferro pode ligar-se a 
ferritina plasmatica para ser armazenado, e esta 
liga 9 ao se da quando o ferro esta na forma Fe 2+ ; 


apos ser internalizado na molecula da ferritina ele e 
oxidado. A ferritina e uma proteina esferica cons- 
tituida pelas subunidades H (cadeia pesada) e L 
(cadeia leve), sintetizada pelo cromossomo 19 em 
varias isoformas, cada uma com a caracteristica de 
um determinado tecido (cardiaco, placenta, renal, 
hepatico e ba 9 o). 2 A ferritina e produzida quando 
ha oferta de ferro e, por este motivo, a concentra- 
9 ao plasmatica de ferritina correlaciona-se com os 
estoques de ferro. 18 O ferro nao e estocado na for¬ 
ma de ferritina, mas como hemossiderina, que pa- 
rece ser formado por uma degrada 9 ao incompleta 
da ferritina com concentrados de ferro e outros 
constituintes e difere da ferritina por ter alta con- 
centra 9 ao de ferro. 2 Em 2001, foi descrito um hor- 
monio, de produ 9 ao hepatica, com 20 a 25 aminoa- 
cidos que esta correlacionado com os mecanismos 
de absor 9 ao intestinal do ferro que foi chamado de 
epcidina ( hepcidin ). Em animais, a perda da ex- 
pressao da epcidina resulta em sobrecarga de fer¬ 
ro. A Figura 5.4 exemplifica o mecanismo de ab- 
sor 9 ao do ferro. 13 - 14 
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O ferro, uma vez no plasma, pode se ligar a 
ferritina (Fe ++ ) e ir para os depositos de ferro no 
organismo (medula ossea e figado) ou ligar-se a 
transferrina (Fe +++ ) e, entao, ser transportado aos 
eritroblastos para ser utilizado na sintese de he- 
moglobina. Os eritroblastos expressam, na mem- 
brana citoplasmatica, receptores para o complexo 


TRF-Fe; a TRF liga-se ao receptor, e o complexo 
e internalizado por endocitose; o endossomo e 
acidificado; e o ferro liberado do complexo, que 
pode ser incorporado ao heme, na mitocondria, 
pela enzima ferroquelatase. A Figura 5.5 mostra 
o mecanismo de internalizaifao do ferro nos 
eritroblastos. 
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FIGURA 5,5 Mecanismo de internalizagao do ferro. 


1 , ligagao do ferro-transferrina ao receptor de transferrina; 2 , apos a internalizagao do complexo ferro-transferrina-receptor de transferrina, o 
ferro e liberado; 3, pelo transporte da DMT1, o ferro pode ser armazenado na forma de ferritina, ou na mitocondria, quando e utilizado para 
format a hemoglobina. 

DMT1, proteina transportadora de metal. 
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Apos o ferro ser internalizado, ele esta prati- 
camente em um sistema fechado. A perda de ferro 
pelo organismo e muito pequena, e ele e elimina- 
do por excre^o fecal (0,6 mg/24 h), urinaria (0,1 
mg/24 h), suor, cabelo e unhas. Durante o ciclo 
menstrual, a mulher pode perder cerca de 0,4 mg 
de ferro por dia; 5 essa perda pela menstruate e 
fisiologica e reposta por aumento da absorqao* 
Anemia ferropriva tem ocorrido em mulheres de- 
vido a fluxo menstrual aumentado e, muitas ve- 
zes, ela nan se da conta disso, pois o volume elimi- 
nado em cada periodo e o mesmo desde o inicio 
da menstrua^ao. A principal causa de anemia fer¬ 
ropriva e o sangramento gastrintestinal, caracte- 
rizado como sangramento cronico, em que a per¬ 
da sanguinea e continua, mas de pequeno volume. 

Os eritrocitos circulam em media 120 dias e, 
posteriormente, sao retirados da circula^ao pelos 
macrofagos do sistema mononuclear fagocitario 
(SMF), a hemoglobina e degradada e o ferro fica 
disponivel para se ligar a TRF ou FIT e, ao ligar-se 
a TRF, vai compor a hemoglobina, a mioglobina e 
as enzimas que contem ferro como catalases e pe¬ 
roxidases. Quando ligado a FIT, vai ser encami- 
nhado para os depositos de ferro, e esta circula^ao 
do ferro dentro do organismo e chamada de ciclo 
interno do ferro, exemplificado na Figura 5.6. 



Os compartimentos de ferro no organismo 
sao o ferro hemoglobinico (hemoglobina e ferro 
ligado a transferrina - e o maior compartimento), 
ferro de deposito (ferritina e hemossiderina), ferro 
muscular (mioglobina) e ferro enzimatico (catala¬ 
ses e peroxidases). 5 


:: VITAMINA B 12 E FOLATO 

A vitamina B 12 (cianocobalamina) e produzida 
por microrganismos e e encontrada em alimentos 
como carne, figado, peixes, ostras, mariscos, rim, 
ovos, queijos e leite; nao e encontrada em vegetais 
e frutas e e armazenada no figado. 5 A Figura 5.7 
mostra a estrutura da vitamina B 12 . 
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FIGURA 5.7 Estrutura da vitamina B 12 . 


A absor^ao da vitamina B 12 da-se no intestino 
delgado, especificamente no ileo, que e a porto 
distal do intestino delgado a partir do estomago. 
Em contato com as pepsinas do suco gastrico, a 
vitamina B 12 e liberada dos alimentos e liga-se a 
uma transcobalamina secretada pelas glandulas 
salivares. Essa ligado e desfeita no duodeno, 
quando a secre^ao pancreatica neutraliza o pH 
acido e a vitamina B 12 fica livre para ligar-se ao 
fator intrinsico (FI). 5 O FI e produzido pelas celu- 
las parietais do estomago e liga-se a B 12 no ileo. As 
celulas ileais tem re cep tores para o FI, e quando 
este se liga a celula ileal, a B 12 e absorvida e trans- 
portada ao tecido hepatico pelas transcobalami- 
nas para ser armazenada. 5 A dose diaria necessaria 
de B 12 e de 1 a 2 pg, e a reserva no organismo e de 
cerca de 300 pg (mantem-se estavel pela absor^ao 
diaria de B 12 ), quantidade suficiente para manter 
nfveis plasmaticos normais durante varios anos 
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(em torno de 3 a 6 anos ), 15 mesmo com dieta insu- 
ficiente. A vitamina B 12 participa da via metaboli- 
ca de sintese da timina (base nitrogenada que 
compoe o DNA) e da preserva^ao da bainha de 
mielina, por isso a deficiencia da vitamina B 12 
pode levar a altera 9 oes neurologicas por desmieli- 
niza^ao difusa da coluna medular posterior e late¬ 
ral . 16 A Figura 5.8 mostra a via metabolica de sin- 
tese da timina. 


bruxelas, cogumelos, frutas, cereais, lacticinios, figa- 
do e rim . 5 E assimilado pelo organismo no jejuno 
por absor^ao direta. A necessidade diaria de folato e de 
200 a 400 pg e sua reserva esta em torno de 10 a 20 pg . 5 
Quantidades maiores de folato sao necessarias du¬ 
rante a gesta^ao, lacta^ao e em patologias com inten- 
sa prolifera^ao celular . 5 Em caso de dieta inadequa- 
da, a reserva de folato esgota-se entre 2 e 4 meses. A 
Figura 5.9 mostra a estrutura do acido folico. 
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FIGURA 5.8 Via metabolica de sintese da timina. 


As celulas no organismo humano tern varias 
fun^oes. Elas devem proliferar, diferenciar e exer- 
cer fun^oes espedficas nos tecidos em que resi¬ 
dent. A prolifer a 9 ao tern a finalidade de rep or ce¬ 
lulas perdidas em um determinado tecido ou 
manter o conjunto de celulas em numero constan- 
te. A diferencia 9 ao tern o sentido de transformar a 
celula-tronco em celulas especializadas. As duas 
prime iras fun 9 oes estao relacionadas com a divi- 
sao celular, especificamente a mitose. Para que 
ocorra a mitose, e essencial que a celula duplique o 
seu conteudo cromossomico e, para fazer a dupli- 
ca 9 ao, ela necessita de bases nitrogenadas, entre 
elas a timina. A sintese da timina depende da vita¬ 
mina B 12 e do acido folico; sem B 12 e folato, nao ha 
divisao celular, e a consequencia hematologica e a 
anemia megaloblastica. 

O acido folico, ou folato, e encontrado em vege- 
tais de folhas verdes, couve-flor, brocolis, couve de 
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FIGURA 5.9 Estrutura do acido folico. 


Na deficiencia de folato e B 12 , a sintese de DNA 
esta prejudicada pela falta da timina porque a celu¬ 
la, para proliferar, deve duplicar o DNA, o que 
ocorre na fase S do ciclo celular. Na falta da timina, 
as celulas passam da fase GO para G 1 e param ou 
permanecem por muito tempo na fase S; esse tempo 
e proporcional a deficiencia de B 12 ou folato . 5 Ocor¬ 
re a perda do sincronismo entre a matura 9 ao do 
nucleo e do citoplasma, o que faz os eritrocitos tor- 
narem-se maiores (volume aumentado) e repletos 
de hemoglobina, caracterizando um quadro de 
anemia macro citica (megaloblastica) e normocro- 
mica. O HCM esta aumentado porque a quantidade 
de hemoglobina e proporcional ao tamanho celular. 
O CHCM apresenta-se normal porque ele e um va¬ 
lor relativo (o volume celular e a quantidade de he¬ 
moglobina aumentam), nao absolute como o HCM. 

A deficiencia de acido folico e B 12 nao acomete 
somente a linhagem eritroide, mas todas as celulas 
que entram em divisao. Em termos hematologi- 
cos, pode ocorrer um quadro de pancitopenia 
(anemia, leucopenia e trombocitopenia). 

:: MOLECULA DA HEMOGLOBINA 

A sintese da hemoglobina depende de que a celula 
( 1 ) receba a quantidade de ferro adequada, ( 2 ) da 
produ 9 ao intracelular da porfirina e (3) da produ- 
93.0 de cadeias globinicas 17 (Figura 5.10). 
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FIG UR A 5.10 Smtese da hemoglobina. 0 ferro e necessario para a formagao das porfirinas e, consequentemente, 
para o grupamento heme, enquanto a stntese de cadeias polipeptidicas depende de condi goes geneticas. 


A hemoglobina e a proteina respiratoria pre¬ 
sente no interior dos eritrocitos dos mamiferos e 
apresenta como principal fungao o transporte de 
oxigenio por todo organismo. A sua estrutura 
consta de uma proteina esferoide, globular, for- 
mada por quatro subunidades, compostas de dois 
pares de cadeias globinicas, polipeptidicas, sendo 
um par de cadeias do tipo a (alfa [a] ou zeta [^] e 
outro de cadeias do tipo nao a (beta [|3], delta [5], 
gama [y], epsilon[e ]). 18 A estrutura quaternaria da 
hemoglobina majoritaria do adulto (Hb A) com- 
preende quatro subunidades polipeptidicas, duas 
cadeias a e duas cadeias (3 (a 2 Pi)- As cadeias a sao co- 
dificadas no cromossomo 16, enquanto as cadeias 
(3 sao determinadas pelo brago curto do cromosso¬ 
mo 11 (Figura 5.11). 

Apos a 28 a semana de vida, as concentragoes 
das hemoglobinas chegam as proporgoes do adulto. 


de 96 a 98% para a HbA (cc^), 2 a 3,7% de HbA 2 
( 06262 ) e ate 1% para a Hb F (CC 2 Y 2 ) (Figura 5.12 ). 19 

:: CADEIAS DO TIPO ALFA (a) 

Os genes que codificam as cadeias do tipo a estao 
localizados no brago curto do cromossomo 16, 5 e 
as cadeias polipeptidicas sintetizadas contem 141 
aminoacidos . 1 Os genes produtores de proteina 
estrutural para as cadeias do tipo a sao: oq e 062 - 
A constituigao cromossomica humana e de 46 
cromossomos, ou 23 pares de cromossomos ho¬ 
mologos. Como cada individuo possui 2 cromos¬ 
somos 16, o genotipo para a produgao normal de 
cadeia do tipo a e otj e 0 ^ pelo lado materno e £, 
aj e a 2 pelo lado paterno. Em termos de genes, 
necessita-se de dois genes £, dois genes a } e dois 
genes a 2 ou quatro genes a para a produgao nor¬ 
mal de cadeia do tipo a. 
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FIG ORA 5.11 Organ izagao estrutural dos genes a e p e a expressao dos varios tipos de hemoglobina 

expressos durante os periodos fetal e adulto. 


Fonte: Wilber, Nienhuis e Persons . 20 
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FIGURA 5.12 Expressao das hemoglobinas 
nos periodos embrionarios e adultos. 


:: CADEIAS DO TIPO BETA (|3) 

Os genes que codificam as cadeias do tipo |3 estao 
localizados no bra^o curto do cromossomo ll , 5 e a 
cadeia (3 possui 146 aminoacidos. Percorrendo-se 
o cromossomo 11 no sentido 5’ para 3’, o primeiro 
gene encontrado e o gene epsilon (e), seguido dos 
genes gama (y), que codifica duas formas proteicas 
finais: uma rica em glicina (y 0 ) e outra rica em ala- 
nina (y A ). A propor^ao entre as cadeias y° e y A na 
vida fetal e de 70 e 30%, respectivamente, e, apos o 
nascimento, e de 40 e 60%, tambem respectiva¬ 


mente . 21 Posteriormente, ha o gene pseudo beta 
(\|/|3) e os genes delta ( 8 ) e beta ((3). Para a produi^ao 
normal de cadeias do tipo (3, necessita-se de dois 
genes 8 , dois genes y, dois genes 8 e dois genes ( 3 . 

As cadeias de globina associam-se sempre aos 
pares, duas cadeias do tipo a e duas cadeias do 
tipo (3, fazendo uma rela^ao de produ^ao de 1:1 
para que nao sobre ou falte qualquer tipo de ca¬ 
deia. Na fase de embriao, formam-se as hemoglo¬ 
binas embrionarias: Gower I, Portland e Gower II. 
A Gower I e formada por duas cadeias do tipo a 
(zeta Lq) e duas cadeias do tipo (3 (epsilon 82 ), a Go¬ 
wer II e formada por duas cadeias do tipo a (alfa 
0 L 2 ) e duas cadeias do tipo (3 (epsilon e 2 ), a hemo¬ 
globina Portland e formada por duas cadeias do 
tipo a (zeta £ 2 ) e duas cadeias do tipo |3 (gama y 2 ). 5 
A Figura 5.13 traz a estrutura das hemoglobinas 
embrionarias. 

Na fase fetal, forma-se um unico tipo de he¬ 
moglobina, a hemoglobina fetal, que e formada 
por duas cadeias do tipo a (alfa 0 ^) e duas cadeias 
do tipo (3 (gama y 2 ). Ao nascimento, a hemoglobi¬ 
na fetal perfaz cerca de 70% da hemoglobina total. 
A concentrat^ao da hemoglobina fetal diminui 
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FIG UR A 5.13 Estrutura das hemoglobinas embrionarias e adultas. 


aproximadamente em 3% a cada semana apos o 
nascimento e, aos 6 meses de vida, a concentra^ao 
e menor que 3%3 

A fase adulta, que, em termos de hemoglobi¬ 
na, configura o pos-nascimento, tem tres tipos de 
hemoglobina: A, A 2 e fetal. A hemoglobina A e 
constituida de duas cadeias do tipo a (alfa oc 2 ) e 
duas cadeias do tipo (3 (beta (3 2 ) e a hemoglobina A 2 
e constituida de duas cadeias do tipo a (alfa a 2 ) e 
duas cadeias do tipo {3 (delta 5 2 ) (Figura 5.13). 

A partir da fase fetal, a cadeia a faz-se presente 
em todos os tipos de hemoglobina; a cadeia (3 so se 
fara presente na fase adulta, quando forma a he¬ 
moglobina A. Quando ocorre ausencia ou deficit 
na produ^ao de cadeia a, as manifesta^oes clinicas 
estao pre sente s desde a fase embrionaria. Quando 
ha ausencia ou deficiencia de produ^ao de cadeia (3, 
as manifesta^oes clinicas sao observadas apos o 
nascimento. 

:: VIA METABOUCA DE SfNTESE DO HEME 

A palavra hemoglobina deriva da associa^ao do 
grupo heme com a globina e tem como fun^oes 
principais: (1) transportar o oxigenio molecular 
dos pulmoes aos tecidos; (2) transportar o C0 2 
dos tecidos para os pulmoes; e (3) fazer o tampo- 
namento sanguineo com a finalidade de prevenir 
mudan^as no pH (efeito Bohr). 22 Sua estrutura 
molecular consiste em quatro cadeias de globina e 
quatro grupos heme (protoporfirina), aos quais 
esta ligado o atomo de ferro, na forma ferrosa, e e 
no atomo de ferro que se liga o oxigenio. As ca¬ 
deias de globina sao produzidas pelo processo de 
sintese de proteinas que inicia com a transcri^ao 
do DNA formando o RNA mensageiro e termina 
na tradu 9 ao deste nos poliribossomos. A sintese 
das cadeias de globina deve ser compativel com a 
fase do desenvolvimento humano e com a integri- 
dade do DNA. O anel pirrolico ao qual e incorpo- 


rado o atomo de ferro (e consequentemente o oxi¬ 
genio) e formado pela via de sintese do heme. A 
Figura 5.14 apresenta a representa^ao esquemati- 
ca da molecula da hemoglobina. 

O grupo heme, alem de compor a estrutura da 
hemoglobina, compoe a estrutura das hemepro- 
teinas: mioglobina, citocromos, catalases e peroxi¬ 
dases. 5 A biossintese do heme inicia na mitocon- 
dria a partir da condensai^ao da succinil coenzima A 
(CoA) com a glicina, formando o acido 5-A-amino- 
levulinico. A CoA e derivada do ciclo do acido ci- 
trico, 2 e a enzima responsavel pela cataliza^ao da 
condensa^ao da CoA com a glicina e a A-amino- 
levulinato sintetase (ALA-sintetase). 18 Essarea^ao 
enzimatica requer um cofator, o piridoxal-5- 
-fosfato. Existem duas formas de ALA-sintetase: 
uma especifica para os eritrocitos e outra que esta 
presente nos demais tecidos - a enzima eritrocita- 
ria e sintetizada no cromossomo X e a outra no 
cromossomo 3. 23 

A condensa^ao de duas moleculas de acido 
5-A-aminolevulinico por at^ao da enzima 
A-aminolevulinato desidratase (ALA-desidrata- 
se), que retira duas moleculas de agua, da origem 
ao porfobilinogenio, uma molecula monopirroli- 
ca precursora do heme, clorofila e da cobalami- 
na. 2 A ALA-desidratase e inibida por metais pesa- 
dos, como o chumbo, e o porfobilinogenio e uma 
molecula quimicamente instavel e reativa, que, 
em questao de horas, quando exposta ao ar e a luz, 
desenvolve uma colora^ao vermelho alaranjada. A 
forma^ao do porfobilinogenio ocorre no citoplas- 
ma e nao mais na mitocondria. A via metabolica 
de formai^ao do heme continua no citoplasma ate 
a forma^ao do coproporfirinogenio III. 2 

A enzima porfobilinogenio deaminase catali- 
sa a condensa<;ao de quatro moleculas de porfobi¬ 
linogenio e forma um composto tetrapirrolico li¬ 
near, pela retirada de 4 grupamentos amino, que e 
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FIGURA 5.14 Representa^ao esquematica da molecula da hemoglobina. 


o hidroximetilbilano (HMB). A uroporfirinogenio 
III sintetase, pela retirada de agua, forma o uro¬ 
porfirinogenio III, precursor de todos os aneis te- 
trapirrolicos funcionais. 2 

A enzima uroporfirinogenio III descarboxilase 
retira 4 grupos carboxilicos do uroporfirinogenio 
III e forma o coproporfirinogenio III. A copropor¬ 
firinogenio III oxidase, agora no interior da mito- 
condria, remove grupos carboxilas e hidrogenios e 
forma grupos vinil, originando a molecula do pro- 
toporfirinogenio III A protoprofirinogenio III oxi¬ 
dase catalisa a remo<;ao de seis atomos de hidrogenio 


e forma a protoporfirina IX, e a ferro quelatase reti¬ 
ra dois atomos de hidrogenio e incorpora o ferro, 
na forma ferrosa, na protoporfirina IX, formando a 
forma final do grupamento heme. 5 

A via metabolica de sintese do heme e contro- 
lada pela enzima ALA-sintetase. Niveis de heme 
elevados inibem a sintese da enzima, e baixos ni¬ 
veis induzem a forma^ao. 2 A ALA-sintetase, apos 
ser sintetizada nos polirribossomos, e transporta- 
da e modificada na membrana interna da mito- 
condria. 7 A forma citoplasmatica, provavelmente, 
e um precursor da forma mitocondrial (forma 
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ativa da enzima na via metabolica do heme). 24 O 
heme tambem regula a sintese das cadeias de globi- 

na. 2 Emtornode85%dohemeesintetizadoname- TT . , . . T . 

. . , Umavezque o entroeito maduro alcanca a circula- 

dula ossea e o restante no ngado. 5 A Figura 5.15 „ . , . . , . ... 

, , _ . , ° cao periferica, o mesmo esta cheio de hemoglobina 

mostra via metabolica do heme e a Figura 5.16 o , r . , , 

, ° e apto a realizar a sua funcao, ou seia, transportar o 

grupamento heme. . A _ . ., . , 

° r oxigemo dos pulmoes para os tecidos e circular em 

media 120 dias. Para que o eritrocito possa perma- 
necer em circula^ao durante esse tempo, ele neces- 
sita de energia, que e retirada da degrada^ao da 
glicose, captada a partir do plasma e transformada 
em energia a partir de enzimas intraeritrocitarias. 
A sobrevida eritrocitaria esta diretamente relacio- 
nada com a capacidade de degradar a glicose e, para 
isso, o eritrocito deve ter todas as enzimas necessa- 
rias, em concentrates normais. A degradai^ao da 
glicose gera energia que o capacita para manter a 
integridade da membrana eritrocitaria, impedir a 
oxida^ao da hemoglobina, a passagem do ferro da 
forma ferrosa a ferrica e para manter a forma bicon- 
cava do eritrocito. Quando o eritrocito esta privado 
de energia, a altera^ao da bomba de cations permite 
que ele adquira uma forma esferica sendo, desse 
modo, e retirado da corrente circulatoria pelo ba<;o. 

A degrada^ao da glicose e feita pela via de Emb- 
den-Meyerhof ou glicolise anaerobica. A glicose e 
degradada a piruvato e lactato, sendo que esta via 
degrada 90% 2 da glicose que entra no eritrocito pro- 
duzindo ATP (adenosina trifosfato), NADH (nicoti- 
namida adenina dinucleotideo [estado de oxida^ao 
reduzido]) e 2,3-difosfoglicerato (2,3DPG). O lacta¬ 
to e o piruvato sao retirados do eritrocito e metabo- 
lizados pelo organismo. A ATP e importante na 
manuten^ao da bomba de cations, a NADH man- 
tem a hemoglobina na forma oxidada e o 2,3DPG 
regula a avidez da hemoglobina pelo oxigenio. O 
2,3DPG e formado na via de Embden-Meyerhof, no 
desvio de Luebering-Rapoport (Figura 5.17). 

A via da pentose monofosfato ou shunt das 
pentoses, uma via derivada da via de Embden- 
-Meyerhof a partir da glicose-6-fosfato, e uma gli¬ 
colise aerobica que degrada entre 5 e 10% 2 da gli¬ 
cose e produz como produto principal o NADPH, 
cofator na redu^ao da glutationa oxidada. O NA¬ 
DPH e o principal agente protetor contra ataques 
oxidativosque acelulasofreeeoprincipal estimu- 
lo para a utiliza^ao da glicose-6-fosfato desidroge- 
nase (G-6-PD). A glicose-6-fosfato, produzida na 
via glicolitica de Embden-Meyerhof, entra para o 
shunt das pentoses, onde e convertida a 6-fosfogli- 
conato pela G-6-PD. Nessa conversao, e gerado 
NADPH a partir do NADP. O NADPH e reduzido 
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FIGURA 5.17 Via de Embden-Meyerhof ou 
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a NADP pela enzima glutationa redutase; com isso, 
a glutationa oxidada (GSSG) e reduzida a GSH 
(glutationa reduzida). A enzima glutationa peroxi¬ 
dase oxida o GSH, fazendo com que o peroxido de 
hidrogenio (H 2 0 2 ) seja transformado em agua. A 
fun 9 ao da GSH e, por conseguinte, da G-6-PD, e 
transfer mar o H 2 0 2 , formado espontaneamente ou 
por a^ao de medicamentos, em agua e, com isso, 
evitar o estresse oxidativo (Figura 5.18). 

:: CIRCULAR AO ERITROCITARIA - 
MEMBRANA ERITROCITARIA 

A membra na eritrocitaria e constituida de lipide- 
os e proteinas. Os lipideos compoem cerca de 50 a 


60% da membrana, sendo que os principais lipideos 
sao os fosfolipideos e o colesterol presentes em 
igual quantidade. Eles participam na regula^ao do 
transporte de calcio e das intera^oes das proteinas 
transmembrana com o citoesqueleto. As proteinas 
da membrana eritrocitaria podem ser divididas 
em proteinas integrais (estao na membrana eritro¬ 
citaria) e perifericas (compoem o citoesqueleto). 
Classificadas como integrais, estao as proteinas 
como a banda 3 e as glicoforinas. A espectrina, 
anquirina, proteina 4.1, proteina 4.2, p55, actina e 
aducina sao classificadas como perifericas. 1 

A proteina banda 3 e uma glicoproteina trans¬ 
membrana que tern a finalidade de regular o con- 
teudo ionico, a deformabilidade celular e, prova- 
velmente, a senescencia celular, 25 alem de ainda 
apresentar sitios de liga^ao para outras proteinas 
da membrana, entre elas a anquirina, proteina 4.1 
e 4.2 e estar associada com glicoproteinas do siste- 
ma Rh. 26 O seu dominio extracelular sao antige- 
nos de varios grupos sanguineos, entre eles os 
grupos Diego e Wright. As glicoforinas sao glico¬ 
proteinas ricas em acido sialico (constituem mais 
de 60% da carga negativa do eritrocito), estao pre¬ 
sentes nas formas A, B, C e D e modulam as inte- 
ra<;6es entre os eritrocitos e do eritrocito com a 
celula endotelial. A glicoforina C interage com a 
proteina 4.1 e com a p55, tendo um papel impor- 
tante na deformabilidade e forma celular. 1 

A espectrina e a proteina mais abundante do 
citoesqueleto, e a estrutura basica da molecula e 
formada pelos heterodimeros ae{3, que se associam 
para formar tetrameros. 27 Os tetrameros associam- 
-se e formam uma rede multimolecular capaz de 
manter a forma e a capacidade de deforma^ao da 
celula. 28 A espectrina se liga a actina e a proteina 
4.1 e tern as fun^oes de regular a mobilidade das 
proteinas integrais, manter a forma celular e dar 
um suporte estrutural para a membrana lipopro- 
teica. 1 A anquirina tern a fun^ao de manter a esta- 
bilidade da membrana. A proteina 4.1 e uma fosfo- 
proteina que tern a finalidade de fazer a liga^ao da 
espectrina-actina com o dominio intracelular da 
proteina banda 3 e com o dominio intracelular da 
glicoforina C/p55. 27 A proteina 4.2 pertence a fami- 
lia das proteinas transglutaminases e sua principal 
fun^ao e estabilizar a associa^ao espectrina-actina- 
- anquirina com a proteina banda 3. 1 A p55 e uma 
fosfoproteina que se une a proteina 4.1. 29 Todas es- 
sas proteinas se associam em dois tip os de intera- 
9 oes: as verticais e as horizontais. As primeiras 
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FIGURA 5.18 Via de pentose monofosfato ou shunt das pentoses: via derivada da via de Embden-Meyerhof. 


ocorrem entre a espectrina, proteina4.2, as glicofo- 
rinas e anquirina, que sao intera^oes proteina-pro- 
teina e proteina-lipideo responsaveis pela estabili- 
za^ao da membrana de lipideos, evitando que haja 
perda. 1 As inter a^oes horizontais ocorrem entre a 
espectrina, proteina 4.1 e actina. A Figura 5.19 
mostra urn esquema das proteinas da membrana e 
do citoesqueleto eritrocitario. 

O eritrocito e uma celula que passa por capila- 
res muito menores que o seu tamanho, tanto no 
sangue, quanto em organs como o ba^o. Para que 
ele possa circular em capilares, arteriolas e venu- 


las, tern de ter a capacidade de se deformar (male- 
abilidade). O que concorre para ess a propriedade 
fundamental do eritrocito e a sua forma biconca- 
va, a viscosidade citoplasmatica determinada pelo 
conteudo de hemoglobina e a elasticidade e visco¬ 
sidade da membrana citoplasmatica, 1 determina¬ 
da pelas proteinas e fosfolipideos da membrana e 
pelas proteinas do citoesqueleto. 

:: DESTRUI^AO ERITROCITARIA 

A vida media do eritrocito esta em torno de 100 a 
140 dias 30 e, durante este periodo de vida, calcula-se 
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FIGURA 5.19 Esquema das proteinas da membrana e do citoesqueleto eritrocitario. 
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que o eritrocito percorra uma distancia de 480 km. 31 
Como o eritrocito nao pode sintetizar proteinas, 
ele perde o nucleo durante a matura^ao, manten- 
do-se vivo pelo consumo das enzimas eritrocita- 
rias, que fazem a degrada^ao da glicose na via de 
Embden-Meyerhof. Os eritrocitos senescentes 
tambem apresentam mudan^as no baian^o de cal- 
cio, aumentam a concentra^ao de calcio intracelu- 
lar, diminuem o potassio intracelular, desidratam, 
aumentam a densidade e viscosidade celular e di¬ 
minuem a capacidade de deformabilidade. 2 Ocorre 
tambem uma diminui^ao na carga negativa (redu- 
9 ao da quantidade de acido sialico na membrana) 
do eritrocito (potencial Q, o que facilita a intera- 
9 ao do eritrocito com os macrofagos, com conse- 
quente aumento da fagocitose. A diminui^ao da 
concentragao de G-6-PD permite que a quantida¬ 
de de radicais livres aumente com consequents 
dano a membrana eritrocitaria, ao citoesqueleto e 
a hemoglobina. O eritrocito senescente pode ser 
retirado da corrente sanguinea de modo intravas¬ 
cular ou extravascular. A primeira forma de des- 
trui^ao eritrocitaria ocorre no interior dos vasos 
sanguineos, e a segunda ocorre no ba<~o. A des- 
trui^ao intravascular responde por 10% da hemo- 
lise fisiologica e a extravascular por 90%. 

A hemolise extravascular ocorre no sistema mo¬ 
nonuclear fagocitario, que e composto por ba 90 , fi- 
gado, linfonodos e medula ossea. A destru^ao ocor¬ 
re porque os macrofagos localizados nesses orgaos 
fagocitam o eritrocito senescente, retirando-o da 
circula 9 ao. Apos a fagocitose (agora o eritrocito esta 
no interior do macrofago esplenico), quando a mem¬ 
brana celular se rompe, a hemoglobina e liberada e 
degradada em globina e heme. A globina vai ser de- 
composta em aminoacidos, os quais vao compor o 
pool de aminoacidos do organismo. O ferro retirado 
do heme une-se a transferrina e e transportado para 
a medula ossea para ser reaproveitado na sintese de 
hemoglobina. O anel pirrolico, por meio de a 9 ao da 
heme oxigenase, produz o monoxido de carbono, 
eliminado pelos pulmoes, e o composto biliverdina, 
que e reduzido a bilirrubina e passa ao plasma como 
bilirrubina indireta, nao conjugada. A bilirrubina 
indireta une-se a albumina, e o complexo (bilirrubi¬ 
na indireta- albumina) e internalizado no hepatoci- 
to. Quando ocorre a dissocia 9 ao da albumina, a bi¬ 
lirrubina e transformada em sua forma direta por 
conjuga 9 ao com o acido glicuronico em presen 9 a da 
enzima glicuronil transferase. A bilirrubina direta e 
excretada na bile e eliminada como urobilinogenio 


fecal. Parte do urobilinogenio e reabsorvido pela cir- 
cula 9 ao enterohepatica e e eliminado via renal como 
urobilinogenio urinario. O achado laboratorial ca- 
racteristico de hemolise extravascular e o aumento 
da bilirrubina indireta. A Figura 5.20 mostra o me- 
canismo da hemolise extravascular. 
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FIGURA 5.20 Mecanismo da hemolise extravascular. 
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A hemolise intravascular caracteriza-se pela 
libera 9 ao da hemoglobina no plasma (hemoglobi- 
nemia) e envolve a a 9 ao dos componentes do com- 
plemento. A hemoglobina livre pode ser oxidada a 
meta-hemoglobina, que vai ser degradada em glo¬ 
bina e heme. A globina compora o pool de aminoa¬ 
cidos. O heme une-se ahemopexina e e transporta¬ 
do ao hepatocito. No tecido hepatico, o ferro une-se 
a transferrina, depois sera transportado para a me¬ 
dula ossea e reaproveitado na sintese de hemoglobi¬ 
na. O anel pirrolico sofrera conjuga 9 ao, formando 
o diglicuronato de bilirrubina e eliminado como 
urobilinogenio fecal. A hemoglobina que nao foi 
oxidada combina-se com a haptoglobina e e trans- 
portada ao tecido hepatico para ser eliminada. 
Quando a capacidade de liga 9 ao da haptoglobina 
com a hemoglobina e excedida, a hemoglobina li¬ 
vre pre sente no plasma e filtrada pelo rim e sera 
evidenciada na urina como hemoglobinuria. A he¬ 
moglobina na urina pode ser oxidada a meta-he- 
moglobina e detecta-se meta-hemoglobinuria. Os 
achados laboratoriais caracteristicos de hemolise 
intravascular sao hemoglobinuria, meta-hemoglo- 
binuria e hemossidenuria e, no plasma, aumento da 
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hemoglobina plasmatica. O mecanismo da hemoli- 
se intravascular esta ilustrado na Figura 5.21. 
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SERIE VERMELHA - ERITROGRAMA 

AVAUACAO LABORATORIAL E 
CLASSIFICACAO DAS ANEMIAS 


No dia a dia do laboratorio cllnico, um hemograma com indlcios de anemia e 
achado comum e deve ser interpretado de maneira correta por todos os profis- 
sionais envolvidos no setor de hematologia. Indices hematimetricos fora dos li- 
mites de normalidade e achados morfologicos, como hipocromia e policromato- 
filia, devem ser avaliados de maneira a se buscar a causa de sua presen^a. 
Hemogramas de gestantes, crian^as e idosos necessitam de maior aten^ao devi- 
do a grande incidencia de anemias nessas populates. 

Primeiramente, e importante salientar que a anemia nao e uma doen$a, mas 
sim um sinal objetivo da presen^a de uma doen^a. Portanto, ao se deparar com 
dados laboratoriais de uma anemia, a patogenese dessa condi^ao precisa ser elu- 
cidada. Uma anemia causada por deficiencia de ferro e totalmente diferente em 
sua fisiopatologia em rela^ao a uma anemia hemolitica, e isso deve ser investiga- 
do por exames complementares que possam levar o cllnico ao diagnostico e tra- 
tamento correto. 

O primeiro passo no diagnostico da anemia e a detecijao de sua presen^a, o que 
e um dado que necessita de precisao e exatidao dos valores fornecidos pelo labora¬ 
torio. O segundo passo e a investiga^ao da doen^a que esta causando a anemia. 

Com o aumento da precisao e reprodutibilidade da dosagem da concentra- 
9 ao de hemoglobina pelos analisadores hematologicos automatizados, esse para- 
metro e o valor que mais reflete as consequencias fisiopatologicas da presemfa da 
anemia. 1 A Organiza^ao Mundial de Saude (OMS) definiu anemia em adultos 
como um nivel de hemoglobina <13 g/dL em homens (hematocrito [Hct] em 
torno de 39%) e < 12 g/dL em mulheres (Hct em torno de 36%). x Mesmo com a 
aceita^ao pela maioria dos laboratorios destes valores, cada laboratorio deve es- 
tabelecer seus proprios limites de normalidade. A correta interpreta^ao da con- 
centra^ao da hemoglobina depende da idade, do sexo e de etnia do paciente, bem 
como de condii;6es externas como a altitude em que o exame e realizado e por 
influences ambientais. 2 

A diferen^a na concentra^ao de hemoglobina entre homens e mulheres pode 
ser explicada pelo efeito androgenico sobre a eritropoiese. A anemia fisiologica 
infantil (nivel de hemoglobina menor em crian 9 as) tern sido relacionada ao dife¬ 
rente comportamento metabolico dos eritrocitos durante o periodo de cresci- 
mento. A partir dos 70 anos (anemia senil), a diminui^ao da concentra^ao da 
hemoglobina parece estar relacionada a altera^oes hormonais e menor secre^ao 
de eritropoietina renal. 3 

Um aspecto que deve ser levado em conta na interpreta^ao da concentra^ao 
da hemoglobina e o volume plasmatico do paciente. Existem situates em que a 
concentra^ao de hemoglobina pode estar elevada (hemoconcentra^ao) ou dimi- 
nuida (hemodilui^ao) de maneira falsa. O Quadro 6.1 descreve as situates de 
hemodilu^ao e hemoconcentra 9 ao que podem influenciar a interpreta 9 ao da 
concentra 9 ao da hemoglobina. 
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A diminui^ao da concentra<;ao da hemoglobina 
ativa a sintese de eritropoietina no rim e inicia 
uma serie de mecanismos de compensas^ao, prin- 
cipalmente em nivel hematopoietico e cardiovas¬ 
cular. O aumento na secre^ao da eritropoietina 
(EPO) tem como principal objetivo aumentar o 
numero de eritrocitos circulantes. A EPO aumen- 
ta o numero de eritroblastos e a format ao de he¬ 
moglobina, reduzindo tambem o numero de eta- 
pas de matura<;ao eritroide com consequente 
saida mais rapida de eritrocitos para circula^ao. 
Uma das consequencias deste mecanismo de eri- 
tropoiese acelerada e o aumento dos reticulocitos 
na circula^ao e, consequentemente, do tamanho 
dos eritrocitos maduros. 3 A Figura 6.1 ilustra a 
rela^ao inversa entre a concentra^ao de hemoglo¬ 
bina e a sintese de hemoglobina. 



FIGURA 6.1 Relagao entre a produgao de 
eritropoietina e a concentrate de hemoglobina. 


Outro mecanismo adaptativo e o aumento da 
2,3-DPG que diminui sua afinidade pelo oxige- 
nio, aumentando a libera^ao para os tecidos, me- 
lhorando o nivel de oxigena^ao tecidual, mesmo 
com uma concentra^ao menor de hemoglobina. 
Nos casos de anemia aguda, a redistribu^ao san- 
guinea tem como objetivo imediato garantir oxi- 
gena 9 ao adequada a orgaos vitais, predominando 
a vasoconstr^ao cutanea (palidez) e um maior 
debito cardiaco (taquicardia). Em casos de anemia 
cronica, ocorre aumento do volume plasmatico 
para manter a volemia. 


interpretaqAo laboratorial 

DO ERITROGRAMA 


No passado, as contagens de globulos e as demais 
determina 9 oes do hemograma eram feitas por 
meio de tecnicas manuais, empregando camaras de 
contagem, tubos graduados, centrifugas e colon- 
metros. A dosagem da hemoglobina, o hematocrito 
e a contagem de leucocitos eram as determina 9 oes 
mais realizadas. Das determina 9 oes relativas a serie 
vermelha, eram calculadas as constantes corpuscu- 
lares volume corpuscular medio (VCM), hemoglo¬ 
bina corpuscular media (HCM) e a concentra 9 ao 
hemoglobinica corpuscular media (CHCM). Atual- 
mente, com a intro du 9 ao dos analisadores hema- 
tologicos automatizados, essas determina 9 oes sao 
realizadas em poucos minutos, de maneira repro- 
dutivel e mais exata. 2 

A correta interpreta 9 ao do eritrograma de- 
pende de varios fatores que devem ser conhecidos 
pelos profissionais que realizam os hemogramas 
no laboratorio clinico. Os valores de normalidade, 
que respeitam as caracteristicas do paciente (sexo, 
idade, etnia, etc.), os principais mecanismos fisio- 
patologicos de instala 9 ao da maioria das anemias, 
as altera 9 oes morfologicas e os metodos que exis- 
tem atualmente nos analisadores hematologicos 
devem ser conhecidos de forma razoavel. Um 
exemplo disso e a interpreta 9 ao do RDW (do in¬ 
gles red distribution width), uma vez que o mesmo 
possui importancia na classifica 9 ao das anemias e 
pode auxiliar no diagnostico de suas causas. 

Na maioria dos laboratories clinicos, o laudo 
do eritrograma dispoe das seguintes informa 9 oes: 

Contagem de eritrocitos; 

Dosagem de hemoglobina; 

3. Hematocrito; 

4. Volume corpuscular medio (VCM); 

Hemoglobina corpuscular media (HCM); 
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Concentra^ao de hemoglobina corpuscu¬ 
lar media (CHCM); 

Amplitude da anisocitose (RDW); 

8. Alter at;6es morfologicas. 

:: CONTAGEM DE ERITROCITOS 

Tecnicamente, a contagem dos eritrocitos e reali¬ 
zada na maioria dos contadores hematologicos 
pelo metodo da impedancia. A contagem de eri¬ 
trocitos nao tern valor clinico, pois nao da nenhu- 
ma informa<;ao sobre a patologia do paciente; no 
entanto, isso nao significa que a contagem nao 
deva ser realizada, ja que ela e importante para o 
calculo e para a interpreta<;ao das constantes cor- 
pusculares. A contagem automatizada dos eritro¬ 
citos e bem mais precisa e exata que a manual, e 
como as constantes corpusculares dependem de 
sua determina^ao, esses indices passaram a ser 
mais confiaveis. 

:: DOSAGEM DE HEMOGLOBINA 

A dosagem de hemoglobina e o parametro labora¬ 
torial que permite saber se o paciente esta ou nao 
anemico e informa a intensidade da anemia. Uma 
anemia discreta e caracterizada laboratorialmente 
como um valor de hemoglobina variando do valor 
mais baixo de referenda ate 10 g/dL. Anemia mo- 
derada tern valor da hemoglobina entre 10 e 7 g/dL, 
e anemia intensa, o valor abaixo de 7 g/dL. 

Para a dosagem de hemoglobina, adiciona-se 
um volume predeterminado de sangue total a um 
diluente que lisa os eritrocitos pela hipotonicidade 
e pela presen^a de um detergente litico nao ionico. 
A dosagem e realizada medindo-se a densidade 
otica da solu^ao da hemoglobina ou de seus deri- 
vados, geralmente em 540 nm. 2 O International 
Committe for Standardization in Haematology 
(ICSH) recomenda um metodo no qual a hemo¬ 
globina e convertida em ciano-meta-hemoglobi- 
na. Existem outros metodos que sao utilizados para 
a dosagem da hemoglobina nos contadores hema¬ 
tologicos. O lisante lauril-sulfato de sodio tern sido 
utilizado em alguns modelos da marc a Sysmex® 
com maior eficiencia hemolitica em situates de 
leucocitoses e hipertrigliceridemias. Apesar do 
ICSH recomendar que a concentra^ao de hemo¬ 
globina seja expressa em g/L ou mmol/L, no Bra¬ 
sil, esse parametro e fornecido em g/dL. 2 

:: HEMAT6CRITO 

Idealizado por Maxwell Wintrobe no inicio do se- 
culo passado, o teste era chamado na rotina labo¬ 


ratorial de macro-hematocrito, utilizando 1 mL 
de sangue anticoagulado, com um tempo de cen- 
trifuga^ao de 30 minutos. A introdu^ao do micro- 
-hematocrito ajudou na populariza^ao do metodo e 
tornou o teste mais acessivel a maioria dos labora¬ 
tories. Originalmente, o hematocrito era o nome 
dado por Wintrobe ao tubo que ele idealizou para 
usar na medi<;ao, enquanto o volume globular era a 
unidade de medida. Com o passar do tempo, o 
ter mo hematocrito se difundiu como o nome do 
teste, que passou a ser utilizado na rotina labora¬ 
torial. O termo hematocrito equivale a fra$ao ocu- 
pada pelos eritrocitos em uma coluna de sangue 
centrifugado, sendo expresso em valor percentual. 
Para a determina^ao do micro-hematocrito, utili- 
za-se um capilar nao graduado, com dimensoes 
definidas e, entao, apos uma centrifuga^ao em 
alta rota^ao, obtem-se uma coluna de sangue se- 
parada entre eritrocitos e plasma, com uma pe- 
quena camada de leucocitos e plaquetas na inter¬ 
face {huffy coat). O hematocrito manual e um 
metodo que avalia o status eritroide; porem, em 
pacientes acompanhados de condi^oes de hemo- 
concentra^ao, o hematocrito pode estar normal ou 
mesmo elevado, embora a massa eritroide esteja 
diminuida, o que reduz sua confiabilidade como 
uma medida da anemia apos perdas sanguineas 
agudas ou transfusoes sanguineas. 4 

O micro-hematocrito pode ser util mesmo em 
tempos de auto mat; ao na hematologia. A sua com- 
bina<;ao com a dosagem de hemoglobina pode ser 
uma estimativa confiavel da CHCM e pode ser usa- 
do para calibra^ao dos analisadores hematologicos. 
Em casos de policitemias, tern sido descrito que os 
hematocritos obtidos nos analisadores hematologi¬ 
cos nao sao confiaveis, tendo, entao, o metodo ma¬ 
nual a maior importancia nesses casos. 5 

Nos analisadores automatizados, o hemato¬ 
crito e determinado de maneira indireta, ou seja, e 
calculado pela inversao da formula do VCM ma¬ 
nual. O VCM proposto por Wintrobe dividia o 
valor obtido no hematocrito manual pelo numero 
de eritrocitos. Dessa maneira, a formula para a 
obten<;ao do valor do hematocrito na automat;ao e: 

urr _ VCM x eritrocitos 

10 

Pelas varias fontes de erro que o micro-hema¬ 
tocrito apresenta, o valor indireto do hematocrito 
e mais confiavel em rela<;ao ao metodo manual. As 




112 Hematologia laboratorial: teoria e procedimentos 


diferen^as entre o micro-hematocrito e o hemato- 
crito automatizado podem variar entre 1 e 3%. 

:: VCM 

O VCM obtido nos contadores hematologicos e pa- 
rametro fundamental para a classifica^ao das ane¬ 
mias na busca da sua possivel causa. O VCM e uma 
medida direta do tamanho da popula^ao eritroci- 
taria, podendo ser obtido pela impedancia eletrica 
ou pela dispersao a laser. Os eritrocitos sao conta- 
dos e medidos a partir dos pulsos eletricos que ge- 
ram: a somatoria de todos os volumes dividida pelo 
numero de eritrocitos corresponde ao VCM. A Fi- 
gura 6.2 exemplifica a somatoria de pulsos eletri¬ 
cos que sao correspondentes a valores espedficos 
em fentolitros. E importante notar a varia^ao dos 
volumes celulares que corresponderao ao RDW, ou 
seja, a varia^ao do tamanho dos eritrocitos. 



84 85 86 87 88 89 90 91 92 


FIGURA 6.2 Varia^ao dos volumes dos eritrocitos 
obtidos por impedancia eletrica. 0 grau de varia^ao 
obtido corresponde ao RDW. 


As Figuras 6.3 e 6.4 ilustram como os equipa- 
mentos que utilizam a impedancia realizam a deter¬ 
minate do VCM em eritrocitos pequenos e grandes. 

Com o predominio de pulsos eletricos que 
correspondem ao volume dos eritrocitos, sao ge- 
rados histogramas de celulas. A Figura 6.5 ilustra 
um histograma de eritrograma normal com VCM 
de 88 fentolitros (A). Populates microciticas des- 
locam o histograma para o lado esquerdo (B), en- 
quanto eritrocitos macrocitos formam histogra¬ 
ma deslocado para a direita (C). 

Um fator pouco conhecido entre os profissio- 
nais que realizam o eritrograma e a influencia que 
a analise dos eritrocitos por impedancia possui 
sobre os outros parametros do eritrograma. Nos 



FIGURA 6.3 Determinagao do tamanho de 

eritrocito grande (macrocito) em analisador 
hematologico que utiiiza a impedancia eletrica como 
metodo de contagem. 0 tamanho aumentado da 
cel u la e percebido pela altura do pulso eletrico. 


Altura do pulso 


Celula grande 


Corrente eletrica 

/ 


Abertura 


Celula pequena 



FIGURA 6.4 Determinate) do tamanho do 
eritrocito pequeno (microcito) em analisador 
hematologico que utiiiza a impedancia eletrica como 
metodo de contagem. 0 tamanho diminuido da 
celula e percebido pela altura do pulso eletrico. 


contadores que utilizam a impedancia eletrica 
como metodo de contagem, existem algumas ine- 
xatidoes inerentes ao metodo, as quais aumentam 
quando as celulas sao anormais. O pulso eletrico 
produzido por uma celula pode ser considerado 
como uma sombra eletrica da celula, que e pro- 
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FIGURA 6.5 Histogramas de distribuigao do 
tamanho dos eritrocitos em condigoes de 
normocitose (A), microcitose (B) e macrocitose (C). 


porcional ao seu tamanho e forma. Dentro da 
zona de contagem do aparelho, um eritrocito nor¬ 
mal passa pela abertura em forma fusiforme ou 
charuto, o que origina uma sombra eletrica proxi- 
ma ao seu tamanho real. Isso significa que o valor 
do VCM de um eritrograma nao reflete exata- 
mente o tamanho fisiologico do eritrocito, mas 
sim um tamanho proximo do real. Essa defer ma- 
bilidade e dependente da concentragao da hemo- 
globina, em que eritrocitos hipocromicos tendem 
a se deformar mais do que um eritrocito hipercro- 
mico. Essa limitagao inerente da impedancia e de- 
nominada por alguns autores como “efeito forma” 
(Figura 6.6). De forma geral, o VCM normal varia 
entre 80 a 100 fL. 
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Deformagao 


FIG LIRA 6.6 Deformagao que o eritrocito sofre ao 
passar pela zona de contagem de um analisador 
hematologico que utiliza a impedancia como 
metodo de contagem de eritrocitos em forma de 
charuto {efeito forma). 


:: HCM 

O HCM indica, na media, qual o peso de hemo- 
globina dentro dos eritrocitos, sendo um valor ab¬ 
solute que e calculado a partir da formula: 

HCM - Hb (g/dl) x 10/Eritrocitos 

O HCM sofre influencia direta do VCM e da 
CHCM, ou seja, celulas grandes (VCM alto) irao 
influenciar a HCM para cima, refletindo o peso 
aumentado dessa celula, enquanto celulas peque- 
nas (VCM baixo) diminuem a HCM pelo baixo 
peso da celula. Acredita-se que, na anemia ferro- 


priva, a HCM caia antes que a CHCM, indicando a 
hipocromia; o que nao e verdadeiro, pois esta di- 
minuigao deve-se, principalmente, a diminuigao 
do VCM (menor peso). Dessa forma, a HCM e um 
parametro que deve ser analisado dentro do con- 
texto do hemograma e nao de forma isolada. As 
Tabelas 6.1 e 6.2 demonstram duas situates que 
ilustram o comportamento dependente da HCM 
em relagao ao VCM, o que limita sua utilizagao 
como parametro de hipocromia ou hipercromia. 



Eritrocitos 

2,32 

Hemoglobina 

8,2 J 

Hematocrito 

24,7 

VCM 

103,4 

HCM 

35,3 

CHCM 

. 

34,2 

RDW 

21.3 

1 


TABELA 6.2 Eritrograma indicativo de talassemia 

heterozigota com discreta diminuigao da hemoglobina. 

HCM baixo e CHCM proximo a normalidade 

Eritrocitos 

5,37 

Hemoglobina 

11,3 

Hematocrito 

35,7 

VCM 

66,5 

HCM 

21,0 

CHCM 

31,9 

RDW 

14,7 


:: CHCM 

A CHCM na automagao e baseada na formula que 
utiliza o VCM e a contagem de eritrocitos para a 
sua obten^ao: 

CHCM = Hb x 100/VCM x Erit/10 


Teoricamente, e o parametro para avalia^ao da 
hipocromia e hipercromia. A eleva^ao da CHCM e 
relacionada a presen^a de esferocitos, drepanocitos, 
eritrocitos desidratados, fragmenta^ao eritrocita- 
ria e ao excesso de anticoagulante na amostra. A 
hipocromia revela-se na diminuic^ao da CHCM, e 
seu grau de intensidade pode ser relacionado ao 
valor desse parametro. A CHCM e um parametro 
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muitas vezes negligenciado na maioria dos labora¬ 
tories, e isso pode ser explicado pelas influences 
que esse parametro sofre, principalmente quando 
determinado por impedancia eletrica. 

Eritrocitos com concentra^ao de hemoglobina 
adequada (eritrograma normal) sofrem deforma- 
<;6es na zona de contagem em equipamentos por im¬ 
pedancia. Porem, essa deforma^ao nao e suficiente 
para alterar a interpreta^ao do VCM e da CHCM 
(efeito forma) (Figura 6.7). Celulas normocromicas, 
que se deformam apropriadamente, geram VCMs 
exatos que, por sua vez, geram hematocritos exatos e, 
por fim, CHCMs com exatidao, ou seja, com valores 
os mais proximos possiveis do valor verdadeiro. 



VCM - Exato 
HCT = Exato 
CHCM = Exata 


Deformabifidade 

eritrocito 

nomnocrdmico 

Zona de contagem 


FIGURA 6.7 Deformaqao sofnda pelo eritrocito 
normocftico e normocromico. Apesar da 
deformabilidade, sao gerados para metros exatos e 
proximos aos verdadeiros. 
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HCT = Diminuido 
CHCM = Superestimada 


Zona de contagem 


FIGURA 6.9 Deforma^ao pelo eritrocito hipocrdmico. 
0 VCM e menor do que o real, o hematocrito tem 
eleva^ao espuria e a CHCM e superestimada. 



VCM - Falsamente elevado 


HCT = Aumentado 
CHCM = Subestimada 


Menor deformabilidade 


Zona de contagem 


FIGURA 6.8 Deforma^ao sofrida pelo eritrocito 
hipercromico. A menor deformabilidade gera uma 
superestimagao do VCM comi aumento espurio do 
hematocrito e diminui^ao da CHCM. 




A influence dessa deforma^ao e percebida nas 
situates de hipocromia e hipercromia. Celulas 
hipercromicas, com baixa deformabilidade, fazem 
com que o VCM seja superestimado, ou seja, au- 
mente. Com isso, teremos aumento espurio do he- 
matocrito e diminui^ao espuria da CHCM. Dimi- 
nui^ao espuria nao significa CHCM diminuida, 
abaixo dos valores de referenda, mas que a CHCM 
esta subestimada em rela^ao ao valor real. No caso 
de esferocitos, a CHCM pode ate estar acima dos 
valores de referenda, mas, mesmo assim, estara 
subestimada devido a limita^ao da impedancia em 
rekqao a deformabilidade das celulas (Figura 6.8). 

Na hipocromia, o grau de deforma^ao e maior, 
e a sombra eletrica fica menos evidente, o que re- 
sulta em um VCM menor do que o real, diminuin- 
do o hematocrito e elevando falsamente a CHCM, 
que deveria ser mais baixa (Figura 6.9). Ess as va- 
ria^oes para cima e para baixo fazem com que a 
CHCM seja um parametro homogeneo em rotinas 
laboratoriais, ou seja, quando deveria elevar-se. 


ela fica normal e, quando deveria diminuir, ela 
permanece dentro dos limites de normalidade. O 
nao conhecimento desses fatores trouxe descredi- 
to a interpreta^ao da CHCM na sua utiliza^ao 
como parametro de hipocromia e hipercromia. 

Os fabricantes de equipamentos, sabendo dessas 
limita^oes, realizaram esfor^os tecnicos para dimi¬ 
nuir essas varmqoes que interferem na interpreta^ao 
do eritrograma. Uma das formas encontradas foi 
melhorar a centraliza^ao das celulas na zona de con¬ 
tagem. Esse mecanismo e conhecido como fluxo hi¬ 
drodinamico, que reconhecidamente diminui o 
“efeito forma”. Portanto, para o profissional do setor 
de hematologia, e fundamental o conhecimento de 
como seu equipamento realiza as suas contagens. 
Equipamentos que utilizam a impedancia eletrica 
sem o fluxo hidrodinamico possuem serias limita- 
$oes para a utiliza^ao de um parametro de hipocro¬ 
mia ou hipercromia. Por outro lado, equipamentos 
com fluxo hidrodinamico podem trazer maior con- 
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fiabilidade na interpreta^ao da CHCM como para- 
metro de cor para o eritrocito. 

Uma questao que fica em aberto: como anali- 
sar a hipocromia ou a hipercromia em eritrogra- 
mas obtidos por impedancia sem fluxo hidrodi¬ 
namico? Nesses casos, a analise morfologica passa 
a ser a unica ferramenta para o estudo dessas con¬ 
duces, o que aumenta a importancia de profissio- 
nal bem preparado na rotina laboratorial. 

A Figura 6.10 ilustra a extensao sanguinea de 
um paciente com anemia ferropriva instalada. 
Dados do eritrograma obtidos em analisador he- 
matologico Coulter T-890, que utiliza como meto- 
do de contagem celular a impedancia, sem o fluxo 
hidrodinamico, sao os seguintes: 

Eritrocitos = 4,68 
Hemoglobina = 9,0 
Hematocrit o = 28,0 
VCM = 59,8 
HCM = 19,2 
CHCM = 32,1 
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FIGURA 6.10 Extensao sanguinea de paciente 
com anemia ferropriva instalada (fase 3) com 
hipocromia evidente. A CHCM -32,1% foi obtida 
de equipamento Coulter T 890. Nesta situagao, a 
analise da extensao sanguinea e a forma mais 
correta para avaliar a hipocromia. 



Observa-se o valor da CHCM ainda normal, 
mas, na extensao sanguinea, a hipocromia ja e evi¬ 
dente. Nesta situa^ao, a hipocromia deve ser rela- 
tada com base na analise morfologica. 

Equipamentos que utilizam tecnologia laser ,, em 
geral, possuem o foco hidrodinamico, o que prati- 
camente elimina o efeito forma, ou seja, a CHCM e 
confiavel e possui sensibilidade e especificidade 
para condiifoes de hipocromia e hipercromia. Al- 
guns artigos comprovam essas diferennas de corn- 
portamento da CHCM em equipamentos que reali- 
zam a contagem sem e com o foco hidrodinamico. 


Alguns estudos exploraram de maneira prati- 
ca essas situates. Comparando o analisador 
Coulter® STKS (sem fluxo) e o equipamento Sys- 
mex® 2100 - D (com fluxo), a correla<;ao da 
CHCM foi pequena (r = 0,446), o que reflete gran- 
des diferen^as desse parametro nestes equipa¬ 
mentos. 6 Analogamente, comportamento seme- 
Ihante foi observado quando comparados os 
equipamentos Cell-Dyn® 3200 (com fluxo hidro¬ 
dinamico) e o Advia® 60 (sem fluxo hidrodinami¬ 
co) 7 (Figura 6.11). 



FIGURA 6.11 Correlagao da CHCM entre os 
equipamentos CELL-DYN 3200 e Advia 60. 


Em resumo, o parametro de cor que deve ser 
analisado no eritrograma e a CHCM; porem, suas 
limita^oes e forma de obten^ao devem ser conhe- 
cidas. A HCM e um parametro que deve ser inter- 
pretado dentro de um contexto geral do eritrogra¬ 
ma, lembrando-se sempre da influencia que o 
VCM possui sobre esse parametro. 

:: RDW 

Os analisadores hematologicos calculam as varia¬ 
nces de tamanho da popula^ao eritrocitaria, indice 
chamado de RDW. A introdunao do RDW na roti¬ 
na permitiu uma nova maneira de classificanao dos 
disturbios dos eritrocitos, quando esse indice e ava- 
liado em conjunto com o VCM. Ja na decada de 
1980, existiam protocolos de classifica<;ao das ane¬ 
mias, como o proposto por Bessman (Quadro 6.3). 
Alguns equipamentos hematologicos liberam dois 
valores em rela^ao ao RDW. O RDW-CV (Figura 
6.12) e a rela^ao da curva de distribuinao com um 
desvio-padrao, divididapelo VCM; ja o RDW-SD e 
simplesmente a medida da largura da curva de dis- 
tribuinao ao nivel da frequencia de 20%. O aumento 
do RDW pode ser o primeiro indicio de um distur¬ 
bs na eritropoiese, podendo ser devido ao apareci- 
mento de celulas microciticas ou macrociticas ou, 
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ainda, a mistura de duas populates de eritrocitos 
com tamanhos diferentes. A interpreta^ao do 
RDW se faz pela analise dos histogramas de distri- 
bui^ao dos tamanhos dos eritrocitos. 



FIGURA 6.12 Diferengas entre o RDW-CV e o 
RDW-SD na sua forma de obtengao. 


importAncia DA INTERPRETAgAO 

DOS HISTOGRAMAS DE ERITROCITOS 


Os histogramas sao importantes para que o ana- 
lista tenha uma visao da distribuigao de todas as 
celulas contadas pelo analisador hematologico. A 
correta analise dos histogramas pode sugerir de¬ 
ter minadas situates que, antes do advento da au¬ 
tomag ao, eram impensaveis. A presenga de reticu¬ 
locitos, fragmentagao eritrocitaria, mistura de 
populagoes eritrocitarias e a indicagao da presen- 
9 a de drepanocitos podem ser previstas pelos his¬ 
togramas celulares. Nos Quadros 6.2 a 6.4 sao 
apresentados alguns casos que exemplificam a 
importancia da analise dos histogramas de celulas 
em equipamentos automatizados. 


QUADRO 6.2 Exemplo 1 - Presenga de reticulocitos 


Eritrocitos 

1,86 J 

Hemoglobina 

6,5 

Hematocrito 

19,0 

VCM 

102,2 

HCM 

34,9 J 

CHCM 

34,2 

RDW 

21,1 


De acordo com os dados apresentados, 0 paciente apresenta uma anemia intensa, com VCM alto e RDW acima do valor de referenda. Uma 
anemia macrodtica e normocromica, com populagao eritroide de tamanho heterogeneo. Percebe-se no histograma a grande variagao de 
tamanho da populagao eritroide, com deslocamento para a direita, 0 que indica a presence de eritrocitos grandes. Dessa forma, duas prin¬ 
cipals causasdevem ser pesquisadas: achados morfologicos compativeis com (1) anemia de carater carencial, principalmente acido folico e 
vitamina B 12 e (2) disturbios hemoliticos. No caso em questao, foi verificada intensa policromatofilia, comprovando que 0 desvio a direita do 
grafico se deu pela presenga de reticulocitos (Figuras 6.13 e 6.14). 
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FIGURA 6.13 Deslocamento do histograma para a direita, 
que sugere a presenga de reticulocitos. A pesquisa da 
policromatofilia na extensao e conduta a ser realizada. 
Histograma obtido pelo analisador Sysmex® 21Q0-XE. 


FIGURA 6.14 Extensao sanguinea confirmando a presenga 
da policromatofilia (como indicado no histograma), alem de 
esferocitos, 0 que indica urn processo hemolitico. 
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QUADRO 6.3 Exempio 2 - Presents de drepanocitos 


Eritrocitos 

2,05 

Hemoglobina 

7,0 

Hematocrito 

23,7 

VCM 

116 

HCM 

34,4 

CHCM 

29,6 

RDW 

22,1 


Anemia intensa, macrocitica e hipocromica e RDW alto. A observagao do histograma reflete a distribuigao de celulas muito pequenas (a 
esquerda do grafico da Figura 6.15) e um desvio da curva para a direita. 0 pico a esquerda e compativel com fragmentos de eritrocitos 
{possivelmente drepanocitos), enquanto a distribuigao de celulas mais a direita pode indicar a present de reticulocitos. 0 quadro des- 
crito acima refere-se a um paciente portador de anemia falciforme. 



FIGURA 6.15 Present de fragmentos de eritrocitos que sao compativeis com drepanocitos (presenga de celulas abaixo de 50fL). 
Histograma obtido de equipamento Pentra 120 - Ho riba®. 


QUADRO 6.4 Exempio 3 - Presenga de dupla populagao eritrocitaria 


A mistura de populates normais e patologicas pode ser visualizada nos histogramas de distribuigao celular. Anemias em tratamento e 
periodos pos-transfusionais sao alguns exemplos de concludes em que a dupla populagao de eritrocitos pode ser observada. 0 tratamento 
das anemias carenciais {ferro, acido f61 ico e vitamina B 12 ) geralmente apresenta populates de tamanho muito variado; nesses casos, 
dependendo da sensibilidade do equipamento hematologico, o valor do RDW chega a nao ser liberado. A Figura 6.1 E ilustra o tratamento 
de uma anemia ferropriva {histograma com desvio a esquerda), antes e depois do tratamento com grafico apresentando a recupera^ao 
dos eritrocitos apos o inicio da terapia, provavelmente em fase final de tratamento (maior quantidade de eritrocitos a direita do grafico). 




FIGURA 6.16 Histogramas de eritrocitos. (A) Anemia microcitica. (B) Dupla populate eritroide. 


HISTOGRAMAS DE CELULAS - 
TECNOLOGIA LASER 


O eritrograma tambem pode ser realizado por dis- 
persao a laser. A Bayer Diagnostics' foi o primeiro 
fabricante a produzir equipamentos que realizam a 
analise dos eritrocitos por dispersao a laser. Um 
dos grande s avangos na analise dos eritrocitos por 
ess a tecnologia foi a esferotizagao, um mo do de 
conversao isovolumetrica que transforma os eritro¬ 
citos em esferas que sao analisadas de forma inde- 
pendente a sua forma. 2 O fluxo hidrodinamico, em 


conjunto da esferotizagao, apresenta melhor perfor¬ 
mance das constantes corpusculares, principal- 
mente a CHCM. O eritrocito e medido em dois an- 
gulos (baixo e alto), um para a determinagao da 
concentragao de hemoglobina (alto) e outro rela- 
cionado ao tamanho do eritrocito (baixo) (Figura 
6.17). Sao gerados dois histogramas de acordo com 
esses dois angulos de analise celular (Figura 6.18); 
dessa forma, a comparagao do tamanho e da con¬ 
centragao de hemoglobina permite a formagao de 
histogramas de celulas mais completos, que podem 
ter grande utilidade no diagnostico das anemias. 
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Angulo baixc 2-3° Angulo alto 5-15° 

Volume Concentragao de hemoglobins 



FIGURA 6.17 Determinate) do volume e da 
concentragao de hemoglobina pela tecnologia a 
laser nos analisadores Advia® 120 e 2120. 



Vo ume 


Concentragao de hemoglobina 


60 fL 


120 fL 


28 g/dL 


41 g/dL 


FIGURA 6.18 Histogramas de volume e 




equipamentos da linha Advia Bayer Diagnostics®. 

A esquerda, o grafico de volume com os limites de 
60 a 120 fL. Celulas microciticas sao plotadas a 
esquerda enquanto eritrdcitos macrocfticos, a 
direita. No grafico de concentragao de hemoglobina, 
celulas hipocromicas localizam-se a esquerda e as 
hipercromicas a direita. 


No histograma, V/HC fornecido por esses 
equipamentos a concentragao de hemoglobina e 
plotado no eixo x e o tamanho dos eritrdcitos ao 
longo do eixo y. No eixo x, a concentragao normal 
de hemoglobina varia entre 28 e 41 g/dL (Figura 
6.19). Celulas com concentragao de hemoglobina 
menor que 28 g/dL sao classificadas como hipo¬ 
cromicas, enquanto concentrates maiores que 
41 g/dL sao consideradas hipercromicas. No eixo y, 
o volume normal dos eritrdcitos varia entre 60 e 
120 fL, eritrdcitos microcfticos e macrocfticos sao 
contados quando estao abaixo (microcitos) e aci- 
ma (macrocitos) desses limites. 

Por meio de histograma V/HC, permite-se plo- 
tar as populates eritrocitarias e prever alteragoes 
morfoldgicas a partir do comportamento do grafi¬ 
co. A Figura 6.20 resume as possibilidades de alte¬ 
ra tes que podem ser demonstradas nesse histo¬ 
grama. No plote (1) localizam-se os eritrdcitos 
macrocfticos e hipocrdmicos; (2) macrocfticos 


RBC V/HC 



Concentragao de hemoglobina 
CHCM 


FIGURA 6.19 Histograma V/HC fornecido pelos 
modelos Bayer Advia 120, Advia® 2120 e Advia® 2120i. 



FIGURA 6.20 Classifica^ao da populate 
eritrocitaria de acordo com seu tamanho e a 
concentrato de hemoglobina. Na regiao 1, 
provavelmente estejam localizados reticulocitos; na 
regiao 2, celulas compatfveis para diagnostico da 
anemia megaloblastica; na regiao 6, presenga de 
esferocitos, drepanocitos, esquizdeitos e 
acantocitos; na regiao 7, provavelmente, celulas 
compativeis para diagnostico de anemia ferropriva; 
e na regiao 8, celulas compativeis para diagnostico 
das talassemias heterozigotas. 


normocromicos; (3) macrocfticos hipercromicos; 
(4) normocfticos hipocrdmicos; (5) normocfticos e 
normocromicos; (6) normocfticos hipercromicos; 
(7) microcfticos hipocrdmicos; (8) microcfticos 
normocromicos e (9) microcfticos e hipercromicos. 

Parametros adicionais foram institufdos no 
eritrograma com a tecnologia laser. A HDW (do 















































Serie vermelha - eritrograma: avaliagao laboratorial e classifica^ao das anemias 119 


ingles hemoglobin distribuition width ) reflete a va- 
ria^ao da distribuiifao da concentra^ao da hemo- 
globina, sendo parametro obtido apenas em equi- 
pamentos que determinam a CHCM direta a laser. 
Esse parametro torna mais precisa a quantifica- 
9 ao da anisocromia que, antes do advento da tec- 
nologia laser , era determinada de maneira subjeti- 
va pela morfologia eritrocitaria. A varia^ao do 
peso de hemoglobina tambem e determinada nos 
equipamentos que analisam o eritrocito a laser. A 
CHDW corresponde ao coeficiente de varia^ao da 


HCM obtida a laser. Assim como a HCM varia em 
fun^ao do VCM, a CHDW variara quando houver 
altera^ao do volume (RDW aumentado). Os valo- 
res de referenda para a HDW variam entre 2,2 e 
3,2 g/dL, enquanto para a CHDW os valores nor¬ 
mals variam entre 3 e 4 pg. 8 

Nos Quadros 6.5 a 6.10, sao apresentados 
casos que ilustram a importancia dos histogra- 
mas da tecnologia a laser no diagnostico das ane¬ 
mias e na conduta do analista clinico diante des- 
sas situates. 


QUADRO 6.5 Caso 1 


Eritrocitos 

2,18 


Hemoglobina 

6,9 


Hematocrito 

20,7 


VCM 

95,2 


HCM 

31,6 


CHCM 

33,2 


RDW 

25,6 


HDW 

5,77 

V.R. (2,2-3,2) 


De acordo com os dados apresentados, o paciente apresenta anemia intensa, com VCM normal e RDW bem elevado, dassificada como 
anemia normocitica e normocrdmica, com populagao eritroide de tamanho heterogeneo. No histograma V/HC da Figura 6.21, perce- 
bem-se varias possibilidades de alteragoes morfologicas. No quadrante superior a esquerda, macrocitos hipocromicos, provavelmente 
reticulocitos, ou seja, e possivel que na extensao sanguinea exista a policromatofilia. No quadrante central a direita, a present de 
esferocitos e drepanocitos deve ser pesquisada por serem celulas hipercromicas. No grafico RBC Volume mostrado na Figura 6.22, 
pode-se conduir que existam tanto microcitos (esquerda) quanto macrocitos {direita}. No grafico RBC HC, pela grande varia^ao da distri- 
buigao de hemoglobina na populagao eritroide, a present de anisocromia e confirmada. Ha grande varia^ao de tamanho da populagao 
eritroide, com deslocamento para a direita, ou seja, indica a presenga de eritrocitos grandes. Dessa forma, duas principais causas devem 
ser pesquisadas: achados morfologicos compativeis com (1) anemia de carater carencial, principalmente acido folico e vitamina B 12 e 
{2) disturbios hemoiiticos. No caso em questao, foi verificada intensa policromatofilia, comprovando que o desvio a direita do grafico se 
deu pela presenga de reticulocitos. 


RBC VHC 



RBC Volume 



RBC HC 



FIGURA 6.21 Histograma V/HC - Caso 1. 


FIGURA 6.22 Grafico RBC Volume - Caso 1. 
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QUADRO 6.6 Caso 2 


Eritrocitos 

3,54 


Hemoglobina 

r n,9 


Hematocrito 

36,2 


VCM 

102,4 


HCM 

33,8 


CHCM 

33,0 


RDW 

23,1 


HDW 

3,1 

V.R. (2,2-3,2} 


De acordo com os dados apresentados, o paciente apresenta anemia discreta, macrocitica e normocromica e RDW elevado. No histogra- 
ma V/HC mostrado na Figure 6.23, percebe-se duas populates eritrocitarias, o que e comprovado pelo grafico RBC Volume mostrado 
na Figura 6.24. Uma dessas populates e normocitica e normocromica e outra macrocitica. Pelo grafico RBC HC, percebe-se que a 
distribuigaoda hemoglobina esta dentro dos valores de normalidade {HDW normal), ou seja, nao ha anisocromia. Nao ha presenga de 
eritrocitos macrociticos e hipocromicos {provavelmente reticulocitos), o que descarta episodio hemolitico. £ provavel que esse quadro 
ilustre o tratamento de anemia macrocitica de causa carencial. 


RBC Volume 


RBC VHC 




RBC HC 



FIGURA 6.23 Histograma V/HC - Caso 2. 


FIGURA 6.24 Grafico RBC Volume e RBC HC - Caso 2, 


QUADRO 6.7 Caso 3 


Eritrocitos 

4,0 


Hemoglobina 

9,3 


Hematocrito 

28,7 


VCM 

71,8 


HCM 

23,3 


CHCM 

31,5 


RDW 

20,4 


HDW 

3,3 

V.R. (2,2-3,2) 


De acordo com os dados apresentados, o paciente apresenta anemia microcitica hipocromica, com populagao eritrocitaria de tamanho 
variado (RDW alto). Pelo histograma, e evidente o predominio de eritrocitos microciticos em relagao aos hipocromicos (Figura 6.26). 
0 HDW esta discretamente elevado, ou seja, existem eritrocitos normocromicos (maioria) e hipocromicos (a esquerda). 0 predominio 
de microcitose sobre a hipocromia indica talassemias heterozigotas, porem o RDW aumentado sugere anemia ferropriva. Estes dados 
correspondem a urn paciente talassemico com deficiencia de ferro. 


(continue) 
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QUADRO 6.7 Caso 3 (continuagao) 


RBC VHC 



FIGURA6.25 Histograma V/HC- Caso 3. 


RBC Vol 


RBC HC 



FIGURA 6.26 Grafico RBC Volume e RBC HC-Caso3. 



QUADRO 6.8 Caso 4 


Eritrdcitos 

3,75 


Hemoglobina 

9,7 


Hematocrito 

29,6 


VCM 

78,9 


HCM 

26,0 


CHCM 

31,4 


RDW 

18,0 


HDW 

4,53 

V.R. (2,2-3,2) 


Os dados apresentados caracterizam uma anemia moderada com microcitose e hipocromia e RDW elevado. Verifica-se no citograma V/ 
HC (Figura 6.27) a formagao de duas populates de eritrdcitos em termos de concentragao de hemoglobina, uma hipocromica e outra 
normocrdmica. 0 HDW confirma a anisocromia. 0 grafico RBC Volume (Figura 6.28) confirma a anisocromia. 0 caso e compativel com 
tratamento de uma anemia carenciat porferro. 


RBC Volume 


RBCVHC 




RBC HC 



FIGURA 6.27 Histograma V/HC - Caso 4. 


FIGURA 6.28 Grafico RBC Volume e RBC HC - Caso 4. 
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QUADRO 6.9 Caso 5 


Eritrocitos 

2,84 


Hemoglobina 

8,4 


Hematocrito 

26,0 


VCM 

91,6 


HCM 

29,7 


CHCM 

29,9 


RDW 

28,4 


HDW 

3,77 

V.R. (2,2-3,2} 


Os dados apresentados apontam anemia normocitica e hipocromica. Pela varia^ao do ROW, sao observados eritrocitos normodticos e 
uma fra^ao menor, macrodtica. Os eritrodtos macrodticos e hipocromicos (quadrante esquerdo superior da Fig lira 6.29) sao compati- 
veis com reticulocitos; portanto, na extensao sanguinea provavelmente sera encontrada policromatofilia. 

A hipocromia tambem pode ser observada no grafico RBC HC da Figura 6.30. 0 paciente, provavelmente, esta em hemolise. 


RBC Volume 


RBCVHC 




RBC HC 



FIGURA6.29 Histograma V/HC-Caso 5. 


FIGURA 6.30 Grafico RBC Volume e RBC HC - Caso 5, 


QUADRO 6.10 Exemplo6 


Eritrocitos 

3,52 


Hemoglobina 

9,4 


Hematocrito 

26,4 


VCM 

75,0 


HCM 

26,6 


CHCM 

35,5 


RDW 

22,1 


HDW 

4,37 

V.R. (2,2-3,2) 


Os dados apresentam uma anemia microcitica e normocromica. Tanto no histograma V/HC da Figura 6.31, quanto no grafico RBC vo¬ 
lume da Figura S.32, e possfvel perceber duas populates de eritrodtos. A presen^a de anisocromia pode ser percebida pelo aumento 
do HDW, que e confirmado pelo grafico RBC HC (Figura 6.32). No paciente com anemia ferropriva em infcio de tratamento, a popula^ao 
microcitica e maior que a normocitica. 


(continua) 
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QUADRO 6.10 Exemplo 6 (continuagao) 



FIGURA6.31 Histograma WHC-Caso6. FIGURA6.32 Grafico RBC Volume e RBC HC-Caso 6. 



Na pratica clinica, a anemia pode ser classificada 
a partir de dois criterios: (1) morfologico e (2) fi- 
siopatologico. Primeiramente, analisa-se a classi- 
fica^ao morfologica e, em seguida, a classifica^ao 
fisiopatologica. 


:: CLASSIFICACAO MORFOLOGICA 

Como comentado anterior mente, o primeiro pas- 
so para o diagnostics de uma anemia e analisar a 
concentra^ao de hemoglobina. Para isso, os valo- 
res de normalidade devem ser familiares ao pro- 
fissional do setor de hematologia, sendo impres- 
cindivel a adequa^ao dessa analise a fatores como 
idade, sexo e altitude. Uma vez reconhecida a que- 
da da hemoglobina (confer me exemplo da Tabela 
6.3), o VCM, a CHCM e o RDW sao importantes 
para a classifica^ao morfologica das anemias. 


TABELA 6.3 Resuitados de um eritrograma 
evidenciando queda da hemoglobina 

Eritrocitos 

4,77 

Hemoglobina 

9,0 

Hematocrito 

31,6 

VCM 

[ 66,2 

HCM 

18,9 

CHCM 

28,5 

RDW 

18,1 

Valor de referenda da hemoglobina: 12 a 16 g/dL. 



A anemia pode ser classificada de acordo com 
o tamanho (VCM), a concentra^ao de hemoglobi¬ 
na (CHCM) e varia^ao do tamanho (RDW) da 


popula^ao eritrocitaria. O VCM e parametro cha- 
ve para a classifica^ao das anemias, pois, estando 
abaixo do normal, indica micro citose; eritrocitos 
de tamanho normal, normocitose enquanto que o 
aumento do tamanho dos eritrocitos indica ma- 
crocitose. A CHCM reflete a cromicidade dos eri¬ 
trocitos, avaliando a presen^a de hipocromia ou 
da hipercromia, enquanto o RDW reflete a homo- 
geneidade ou nao do tamanho da popula^ao de 
eritrocitos. Wallace Wintrobe foi o primeiro a uti- 
lizar essas nomenclaturas na rotina laboratoriai. 
O Quadro 6.11 resume esta classifica^ao. 


QUADRO 6.11 Classifica^ao morfologica das 
anemias segundo o VCM e a CHCM 


1 l [ i a i' I 6 f Q s 3 I Cl/ \ 1 


VCM alto 

VCM normal 

VCM alto 

CHCM baixa 

CHCM normal 



Com a introdu^ao do RDW na rotina labora¬ 
toriai na decada de 1980, varios estudos propuse- 
ram uma nova classifica^ao para as anemias. Bes- 
sman e colabor adores, 9 estudando 1270 pacientes 
com varias situates clinicas, classificaram as 
anemias de acordo com o perfil do VCM e do 
RDW (Quadro 6.12). A classifica^o proposta 
esta resumida no Quadro 6.11. O uso do RDW 
melhorou a diferencia^ao da anemia ferropriva e 
os estados heterozigotos das talassemias pea, 
alem disso, o aumento isolado do RDW pode ser 
considerado uma altera^ao precoce que indica a 
instala^ao das anemias carenciais. Alem do RDW, 
o uso dos histogramas de distribufeao celular me- 
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lhorou o entendimento do comportamento dos 
eritrocitos em algumas situates especificas. 


QUADRO 6.12 Classifica^ao das anemias com 
base no VCM e no RDW 



Talassemias heterozigotas 

Deficiencia de ferro 

Doen^as cronicas 

S-J3 talassemia 

Hemoglobina H 

Fragmenta^ao eritrocitaria 

VCM Normal 

VCM normal 

RDW Normal 

RDW alto 

Normal 

Anemia sideroblastica 

Leucemia linfodtica cronica 

Anemia falciforme 

Esferodtose hereditaria 

Inicio da deficiencia de ferro 

Memoglobinopatias 

Inicio da deficiencia de folato 

heterozigotas {AS, AC, etc.) 

e vitamina B 12 

f u M % 

&!TO;i£kC«) : 

i i ?»1 'i IF 1 V It i 1 & ,1 

Anemia aplastica 

Deficiencia de folato e 
vitamina B 12 

Anemia hemoliticaautoimune 
Criaglutininas afrio 


:: CLASSIFICACAO FiSIOPATOLOGICA 

Esta classifica^ao baseia-se no comportamento da 
contagem de reticulocitos, que avalia a capacidade 
da medula ossea em responder a queda da concen- 
tra^ao da hemoglobina. Quando a anemia apre- 
senta capacidade regenerativa normal, deve existir 
uma rela^ao inversa entre a concentra<;ao de he¬ 
moglobina e a contagem de reticulocitos (anemia 
regenerativa). Por outro lado, quando a anemia 
nao e acompanhada por um aumento proporcio- 
nal dos reticulocitos, o quadro e classificado como 
arregenerativo (anemia arregenerativa) (Figura 
6.33). 



FIGURA 6.33 Classifica^ao fisiopatologica das 
anemias. 


Como a contagem de reticulocitos e funda¬ 
mental para essa classifica^ao, e importante en- 
tender sua importancia, como o teste e realizado 
e quais as tendencias dessa contagem na rotina 
laboratorial. 

Reticulocitos - consideraqoes gerais 

Na avalia^ao das anemias, e fundamental ter o co- 
nhecimento da capacidade da medula ossea em 
responder a esse processo com a produ^ao de no¬ 
vas celulas, e uma forma simples para essa avalia- 
£ao e determinar o numero de eritrocitos imatu- 
ros no sangue periferico. Portanto, a contagem de 
reticulocitos e um indicador indireto da atividade 
eritropoietica da medula ossea. Essa contagem e 
especialmente importante para o entendimento 
de mecanismos fisiologicos ou da cinetica dos eri¬ 
trocitos na instalai^ao das anemias. Ires categorias 
de anemias podem ser distintamente classificadas 
por meio de contagem de reticulocitos: anemias 
hipoproliferativas, quando a medula nao conse- 
gue aumentar a produ^ao dos eritrocitos; anemias 
devidas a defeitos de matura^ao, com hiperplasia 
medular, porem com apoptose dos eritrocitos na 
propria medula, situa^ao denominada de eritro- 
poiese ineficaz; e anemias hemoliticas ou proces- 
sos hemorragicos agudos, casos em que a medula 
aumenta a sua produ^ao, e os eritrocitos imaturos 
sao liberados no sangue periferico. 1 

Os reticulocitos sao celulas que derivam do 
processo de matura^ao eritroide apos as fases de 
pro-eritroblasto a eritroblasto ortocromatico. O 
tempo de matura^ao do pro-eritroblasto a eritro- 
cito maduro tern dura^ao de 3 a 5 dias, periodo em 
que ocorre uma serie de modifica^oes morfologi- 
cas e bioquimicas que define os estagios de matu- 
ra<;ao eritroide (Figura 6.34). Entre essas altera- 
^oes podem-se destacar: sintese aumentada de 
hemoglobina; perda do aparato celular para sinte- 
se de proteinas; condensa^ao, contra^ao e extru- 
sao do nucleo; diminui^ao da expressao dos re- 
ceptores de membrana; modifica^ao nos niveis de 
colesterol e fosfolipideos na membrana eritrocita- 
ria; e mudan^as nas concentrates de algumas 
enzimas eritrocitarias, como a G6-PD. 10 

Apos a perda do nucleo nos eritroblastos, res- 
tam na celula algumas organelas como ribosso- 
mos, RNA mensageiro e mitocondrias que absorvem 
corantes supravitais, podendo ser identificadas 
morfologicamente pela microscopia otica. O pro- 
prio nome (reticulocito) se deve aos precipitados 
de tonalidade azul que as celulas apresentam apos 
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FIGURA 6.34 Maturagao eritroide: a primeira 
celula eritroide que pode ser identificada pela 
microscopia otica e o pro-eritrobiasto, sofrendo ao 
longo de aproximadamente 5 dias uma serie de 
modificagoes estruturais, tais como diminuigao de 
volume e aumento da smtese de hemoglobina. 


a coloragao com corantes heterocromaticos trici- 
clicos, como o azul de metileno. 10 A transforma- 
gao do reticulocito para eritrocito maduro leva 
aproximadamente 48 horas. 

Ao longo do processo de maturagao eritroide, 
obervam-se diminuigao do volume celular e au¬ 
mento na smtese de hemoglobina. Na fase de reti¬ 
culocito, o volume celular e cerca de 20% maior 
que o eritrocito maduro, e 20 a 30% da sintese da 
hemoglobina ocorre em reticulocitos mais imatu- 
ros (maior quantidade de retlculos). A medida que 
as organelas citoplasmaticas sao perdidas pelos 
reticulocitos (menor quantidade de reticulos), a 
sintese de hemoglobina diminui proporcional- 
mente a essa perda. Apos dois dias na medula os- 
sea, o reticulocito e liberado para o sangue perife- 
rico para terminar o processo de maturagao e se 
transformar em eritrocito maduro. 

A determinagao da “idade” do reticulocito e 
alvo de estudo desde a decada de 1930. Heilmeyer 
e Westhauser, usando corantes supravitais, classi- 
ficaram os reticulocitos em 4 grupos (Grupos I a IV). 
Eritroblastos foram classificados como grupo 0 (a 
Figura 6.35 ilustra essa classificagao). Os reticulo¬ 
citos mais jovens (imaturos), classificados como 1, 
sao reticulocitos que apresentam massa consisten- 
te de RNA e outras organelas, enquanto o reticu¬ 
locito do tipo II possui rede reticular com menor 


condensagao. Quando a quantidade de RNA di¬ 
minui, o reticulocito passa a ser classificado em 
III ou IV, dependendo da concentragao de RNA. 
A informagao que e revelada pela determinagao 
da maturagao dos reticulocitos pode ser mais va- 
liosa do que a propria contagem percentual ou ab- 
soluta dessa celula; porem, pela dificuldade que a 
tecnica manual possui, essa determinagao nao e 
realizada na rotina laboratorial. Com o advento 
de analisadores hematologicos mais modernos, a 
maturagao dos reticulocitos tornou-se mais aces- 
sivel e confiavel para sua interpretagao. 11 



0 I II 


III IV 


FIGURA 6.35 Determinagao da maturagao dos 
reticulocitos segundo Heilmeyer e Westhauser (1930). 


0, eritroblasto; I e II, reticulocitos imaturos; HE e IV, reticulocitos 
maduros. 

Contagem manual de reticulocitos 

A tecnica original para a contagem de reticulocitos 
no sangue periferico usa como principio a detec- 
gao de restos de RNA no citoplasma do reticuloci¬ 
to por meio de corantes supravitais, como o azul 
de metileno e o azul de cresil. Por cerca de 40 anos 
(1940-1980) essa tecnica usando microscopia oti¬ 
ca foi o unico metodo disponivel para se avaliar a 
contagem de reticulocitos na rotina laboratorial. 
Na contagem manual, o sangue e misturado com 
o corante na proporgao de 1:1. Apos homogenei- 
zagao da mistura, ela e colocada em banho-maria 
a 37 °C durante 15 a 20 minutos. 12 Decorrido esse 
tempo, a mistura e novamente homogeneizada e 
sao confeccionadas extensoes para a realizagao da 
contagem de reticulocitos. Devem ser calculados 
em objetiva de imersao mil eritrocitos e, anotado 
o numero de reticulocitos contados, a porcenta- 
gem de reticulocitos deve ser calculada para ex- 
pressar o valor relativo. Antes da realizagao da 
contagem de reticulocitos, pode-se contra corar a 
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extensao que foi confeccionada a partir da solu^ao 
1 :1. A tecnica de contra-color a^ao permite que o 
reticulocito fique mais evidente, consistindo tec- 
nicamente em corar a lamina com os corantes he- 
matologicos. Quando for utilizada a tecnica de Co¬ 
lorado pelo corante de May-Griinwald-Giemsa, 
apos a adi^ao da agua ou tampao sobre o May- 
-Griinwald, lava-se a extensao e entao, depois de 
seca, a contagem pode ser realizada. A Figura 
6.36 ilustra a tecnica, o marcador e o instrumento 
necessario para a realizat^ao da tecnica manual. 


Tecnica 


Marcador 


Microscopia 

otica 



Azul de metileno 


Corante 

supravital 




T 

Azul de cresil brilhante 


Instrumento Micrcscopio 


FIGURA 6.36 Tecnica, marcadores e 
instrumentos necessarios para a realizagao da 
tecnica manual para a contagem de reticulocitos. 


O valor de referenda em porcentagem de reti¬ 
culocitos (valor relativo) para adultos (como adul- 
to, para a interpreta^ao da contagem de reticuloci¬ 
tos, considera-se apos 7 dias de vida) e de 0,5 a 
1,5%. A Tabela 6.4 mostra os valores de referen¬ 
da, em porcentagem (valor relativo), para adultos, 
sangue de cordao umbilical e recem-nascido (RN) 
ate 7 dias. 



Valores de referenda, em 

I, para a 




ADULTOS 


SANGUE 

DE 

CORDAO 


RN 


RN 

01 

DIA 


RN RN 
03 07 

DIAS DIAS 


Valor 

relativo 


0,5-1,5 6,0-10,0 


2,5-6,5 4 


0,5 


A contagem de reticulocitos deve tambem ser 
inter pretada pelo valor absoluto. Para is so, multi- 
plica-se o valor relativo pela contagem de eritroci- 
tos (obtida no hemograma) e divide-se por 100. O 
Quadro 6.13 mostra o calculo do valor absoluto 
dos reticulocitos e os valores de referenda. 


QUADRO 6.13 Calculo do valor absoluto de 
reticulocitos e os valores de referenda 

CONTAGEM ABSOLUTA DE RETICUL6CITOS 


Contagem percentual X Numero de eritrocitos (Eritroqrama) 

100 



DADOS DO ERITROGRAMA 
RBC = 4,67 x 10 6 mm 3 
HGB = 13,9 g/dL 
HCT = 42 


Contagem manual de 
reticulocitos % = 1,4 

Contagem absoluta: 

1,4% X 4,670.000/100 = 65.380 
reticulocitos/jjL 


Valor de referenda: 50-150.000 
reticulocitos/pL 


Considera^oes tecnicas 

Apesar da reconhecida importancia da contagem 
de reticulocitos para a classifica^ao das anemias, 
esse teste e surpreendentemente pouco solicitado 
pela maioria dos clinicos na rotina medica. Esse 
quadro pode ser explicado pela falta de confiabili- 
dade e precisao da contagem manual de reticulo¬ 
citos. As razoes para isso sao: 

O pequeno numero de celulas contadas. 
Estatisticamente, a contagem de mil eritro¬ 
citos nao e suficientemente representativa, 
uma vez que os reticulocitos em condi^oes 
normals nao ultrapass am 1% dess as celu¬ 
las; dessa forma, o coeficiente de variatpao 
em contagens normais pode chegar a 50%; 
Tempo necessario para a enumera^ao dos 
eritrocitos, o que torna o trabalho lento e 
tedioso, o que induz a erros de contagem; 
A comprovada variat^ao interobservador 
entre os profissionais que realizam a tecni¬ 
ca. Estudos revelam erros de identifica^ao 
dos reticulocitos, principalmente em reti¬ 
culocitos mais maduros; 

A qualidade do corante supravital. Coran¬ 
tes com baixa qualidade podem formar 
precipitados artefatuais, o que dificulta a 
identifica^ao dos reticulocitos. 

O total de celulas contadas e importante para 
a precisao do teste. Na contagem de 100 eritroci¬ 
tos, por exemplo, com limite de confian^a de 95%, 
a varia 9 ao normal da contagem pode girar entre 
0,03 a 5,45% com 1% de reticulocitos na amostra. 
Contando mil eritrocitos, essa varia^ao (1% de re¬ 
ticulocitos) diminui entre 0,46 e 1,84%. 11 A Figura 
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6.37 ilustra urn campo com tres reticulocitos com 
graus variados de reticulos. Reticulocitos mais 
maduros apresentam poucos reticulos (reticuloci- 
to a esquerda), enquanto em reticulocitos mais 
jovens a rede reticular e mais evidente (reticuloci¬ 
tos a direita). 


FIGURA 6.38 Disco de Miller. No quadrado 
pequeno, sao contados os eritrocitos, enquanto os 
reticulocitos sao determinados no quadrado maior. 


O disco de Miller content um pequeno qua¬ 
drado dentro de um quadrado maior. O quadrado 


menor corresponde a decima parte da area total 
do disco. O numero de eritrocitos e contado no 
quadrado menor, enquanto os reticulocitos sao 
contados no quadrado maior. Em geral, em au- 
mento de imersao, sao encontrados entre 7 e 10 
eritrocitos no quadrado menor, ou seja, em 10 a 15 
campos sao encontrados cerca de mil eritrocitos. 
A formula para a determinagao da contagem de 
reticulocitos usando o disco de Miller e: 


% Reticulocitos = Total de reticulocitos quadrado grande 

Total de eritrocitos quadrado pequeno x 9 


Contagem corrigida de reticulocitos e 
indice de produgao reticulocitaria 

A corregao da contagem percentual de reticuloci¬ 
tos se faz necessaria quando existe alguma altera- 
gao nos parametros do eritrograma ou quando 
existem sinais de estimulagao da medula ossea, 
como nas anemias graves. O valor relativo pode 
ser superestimado pelo fato de o tempo de matu¬ 
ragao do reticulocito no sangue periferico aumen- 
tar com a queda da hemoglobina. A contagem 
corrigida de reticulocitos, portanto, e recomenda- 
da em pacientes anemicos para que nao se tenha 
um falso aumento da contagem. 13 O Quadro 6.14 
traz a formula para o calculo da contagem corrigi¬ 
da de reticulocitos. 


QUADRO 6.14 Calculo da contagem de 
reticulocitos (CCR) 


CCR = CR% x VGP 

VGN 

CR% = Contagem de reticulocitos em % 

VGP = Volume globular do paciente 
VGN (45%) = Volume globular normal 

Um exemplo do uso dessas corregoes na con¬ 
tagem de reticulocitos pode ser observado em 
condigoes de estimulo aumentado na medula os¬ 
sea. Nessas condigoes, macroreticulocitos jovens 
sao liberados no sangue periferico, encurtando o 
seu tempo de maturagao na medula ossea e per- 
manecendo mais tempo no sangue periferico. Ao 
acrescentar o tempo de maturagao do reticuloci¬ 
to no sangue periferico a formula da contagem 
corrigida de reticulocitos, obtem-se o indice de 
produgao de reticulocitos (IPR). A melhor ma- 
neira de interpretar a contagem de reticulocitos e 
associar ao valor relativo a contagem absoluta e o 



6.37 Morfologia dos reticulocitos 


Outro problem a relacionado a contagem de 
reticulocitos e a variagao desse teste entre os labo¬ 
ratories. Estudos realizados pelo CAP (College of 
American Pathologists), nas decadas de 1970 e 
1980, demonstraram coeficiente de variagao in- 
terlaboratorios na ordem de 25 a 48%. Devido a 
esse quadro preocupante, o CAP recomendou o 
uso do disco de Miller (Figura 6.38) para mini- 
mizar essas variagoes. 
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IPR. O Quadro 6.15 mostra a formula para o cal- 
culo do indice de produifao reticulocitaria (IPR). 

O tempo de matura^ao do reticulocito no san- 
gue periferico (TMRSP) em dias esta relacionado 
com o volume globular. Individuos com o VG 
dentro do valor de referenda tern um TMRSP 
igual a 1. Na medida em que o VG diminui, o 
TMRSP aumenta, sendo uma tentativa da medula 
ossea em fazer o reticulocito circular por mais 
tempo para compensar a sobrevida diminuida do 
eritrocito. Os Quadros 6.15 e 6.16 trazem a varia- 
$ao do TMRSP (em dias) com relaf^ao ao VG. 


QUADRO 6.15 Calculo do fndice de produ^ao 
de reticulocitos (IPR) 


i ,, , . Contagem corngida do RT 

Indice de prod, reticulocitaria - - — 3 - --. - 

Tempo de matura^ao do RT 

no sangue periferico (tabela) 


QUADRO 6.16 Tempo de matura^ao do 
reticulocito no sangue periferico 

Mil■ i ■ Jnil 

11 M u 1 dt1EJ S Cl iP J M IHH [| 1 

40-45 

1 dia 

35-39 

1,5 dias 

25-34 

2 dias 

15-24 

2,5 dias 

Abaixo de 15 

3 dias 


Individuos nao anemicos apresentam um 
equilibrio entre a produ^ao e a destrui^ao eritro- 
citaria e, com isto, conseguem manter constante o 
eritron, o valor do IPR. Nessa situa^ao fisiologica, 
o IPR tende a ser em torno de 1, ou seja, ha um 
equilibrio entre a produ^ao e a destrui$ao. Valores 
de IPR acima de 3 indicam um aumento da ativi- 
dade da medula ossea, o que significa que a des- 
trui<;ao e maior que a capacidade de produ^ao da 
medula ossea, mas que, ainda assim, a medula e 
funcional. Esse quadro hematologico indica que o 
paciente tern uma anemia hemolitica instalada ou 
em instala^ao, e o problema esta na sobrevida eri- 
trocitaria, que esta diminuida por uma destrui^ao 
intra ou extravascular aumentada. O IPR nao in¬ 
dica a intensidade de hemolise, que deve ser medi¬ 
da pela dosagem da bilirrubina indireta (hemolise 
extravascular) ou pela presen^a da hemoglobina 
na urina (hemolise intravascular). Quando o pa¬ 
ciente apresenta um IPR acima de 3, mas nao tern 
anemia, o quadro hematologico e de uma hemoli¬ 
se cronica compensada, o que pode ser observado 


em talassemias ((3 ou a talassemia menores), qua¬ 
dros que sao acompanhados de microcitose e hi- 
pocromia. Valores de IPR abaixo de 3 ou 2, sem 
sinais de hemolise, podem significar anemia nao 
hemolitica. O mesmo quadro hematologico com 
valores de IPR abaixo de 2 ou 1 tambem podem 
apontar anemia nao hemolitica. Valores de IPR 
abaixo de 3, associados a sinais de hemolise dis- 
cretos, podem indicar hemolise compensada. 
Quando ha sinais de hemolise evidentes e o IPR 
esta baixo, muitas vezes, abaixo de 1, deve-se pen- 
sar em crise de hemolise com esgotamento da ca¬ 
pacidade de produ^ao da medula ossea. 

Para exemplificar o uso das corre^oes, tem-se 
o exemplo do resultado de um eritrograma apre- 
sentado a seguir: 

RBC = 4,03.10 6 
HGB - 10,8 g/dL 
HCT = 29% 

VCM = 73 f L 
HCM = 26,8 pg 
CHCM = 37,2% 

RDW = 27% 

Contagem manual dos reticulocitos: em 15 

campos com aproximadamente 70 eritrocitos por 
campo (1000 eritrocitos), for am encontrados 90 
reticulocitos, ou seja, 9%. Pelos dados do eritro¬ 
grama, e necessario aplicar a CCR, calcular a con¬ 
tagem absoluta e o IPR. 

Calculo da CCR - 9% x 29/45 - 5,8% 

Corrigida a contagem percentual, calcula-se a 
contagem absoluta: 

Contagem absoluta = 5,8% x 4.030.000/100 - 
233.740 reticulocitos/mL 

Para obten^ao do IPR, divide-se a CCR pelo 
tempo de matura^ao do reticulocito no sangue pe¬ 
riferico que tern como base o valor do VG (Qua¬ 
dro 6.12). Portanto, neste caso: 

IPR - 5,8% = 2,9 
2 

Pode-se concluir, com esses dados, que a medu¬ 
la desse paciente esta produzindo celulas aproxi¬ 
madamente tres vezes acima de sua capacidade 
normal, o que indica um processo hemolitico. 

A defini^ao de anemia hemolitica ou nao he¬ 
molitica passa pela interpreta^ao do IPR junto 
com o hemograma e com os valores relativo e ab¬ 
solute dos reticulocitos. A contagem de reticuloci¬ 
tos nao e a unica maneira de se avaliar a hemolise. 
A policromatofilia (vista na extensao sanguinea) e 
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o primeiro sinal de hemolise que se evidencia no 
hemograma e esta associada a reticulocitose. A 
present a de macrocitose (pseudomacrocitose), in- 
clusoes eritrocitarias (anel de Cabot, ponteados 
basofilos e corpusculos de Howell Jolly), esquizo- 
citos, codocitos e eritroblastos podem ser sinais de 
hemolise quando estao associados a policromato- 
filia. Esferocitos e drepanocitos tambem sao alte- 
ra^oes morfologicas dos eritrocitos que indicam 
hemolise. 

Consideraqoes gerais 

A importancia da contagem de reticulocitos e ob- 
via em razao da relevancia da informa^ao que ela 
possui no entendimento dos mecanismos de ins- 
tala<jao e curso das anemias. Porem, as limita^oes 
tecnicas descritas neste capitulo, sem duvida, di- 
minuem a confiabilidade dessa contagem. Mesmo 
diante desse quadro, a realiza^ao da contagem de 
reticulocitos na rotina laboratorial deve ser esti- 
mulada, uma vez que estados hemoliticos ou casos 
de hipofun^ao medular, mesmo na tecnica manual, 
produzem contagens altas ou muito baixas dos re¬ 
ticulocitos, tornando-se informa^oes valiosas 
para o diagnostico de suas causas. Esfor^os por 
parte dos laboratories devem ser realizados, prin- 
cipalmente no treinamento dos profissionais que 
realizam a tecnica, focando nos criterios de iden- 
tifica^ao e no numero rmnimo de eritrocitos con- 
tados. Divulgar as limita^oes que o teste possui 
entre os clinicos que interpretam ess a contagem e 
outra maneira de otimizar seu uso na rotina me- 
dica. O laudo da contagem de reticulocitos, quan¬ 
do necessario, deve conter a contagem absoluta e 
corrigida alem do I PR, o que melhora as infer ma- 
9 oes a respeito do teste. 

Contagem automatizada de reticulocitos 

No inicio da decada de 1950, foi publicado um 
novo metodo para a contagem de reticulocitos 
usando como corante um fluorocromo. 14 Com o 
advento dos citometros de fluxo comerciais na de¬ 
cada de 1970, varias outras tecnicas usando a fluo- 
rescencia for am publicadas com o intuito de me- 
lhorar a precisao da contagem de reticulocitos. O 
uso de fluorocromos RNA especlficos nesses cito¬ 
metros apresentaram diversas vantagens sobre a 
contagem manual, considerando o maior numero 
de celulas contadas, a elimina$ao do aspecto subje- 
tivo da morfologia, alem da possibilidade da deter- 
mina^ao da “idade” dos reticulocitos, que pode ser 
definida pela quantidade de RNA na celula. Entre 


as desvantagens na contagem de reticulocitos com 
o uso de fluorocromos destaca-se a interferencia 
dos eritroblastos e inclusoes eritrocitarias, alem do 
elevado custo para a implanta<;ao desses equipa- 
mentos na rotina laboratorial. 

Os citometros de fluxo, como o Becton Dickin¬ 
son FACScan™ ou o Coulter® EPICS XL, sao equi- 
pamentos de uso geral que podem realizar a conta¬ 
gem de reticulocitos. Nesses equipamentos, os 
fluorocromos sao misturados a amostra de sangue 
e, apos um periodo de incuba^ao, o numero de reti¬ 
culocitos e determinado. Entre os fluorocromos 
mais usados destacam-se o brometo de etidio, au- 
ramina, proflavina, acridina laranja, tiazol laranja 
e azul de metileno. A Figura 6.39 ilustra a conta¬ 
gem de reticulocitos realizada pelo citometro Retic- 
- COUNT™ (Becton Dickinson Immunocytome- 
try Systems, Mountain View). Apesar da indiscutivel 
melhora na sensibilidade e precisao que esses equi¬ 
pamentos trouxeram a contagem de reticulocitos, a 
utiliza^ao desses citometros de fluxo na rotina la¬ 
boratorial possui custo elevado de manuteni;ao, 
alem da necessidade de treinamento especifico 
para a sua utilizaifao, o que desencoraja a maioria 
dos laboratories a adotar o metodo para a conta¬ 
gem de reticulocitos. 

A introdu^ao de analisadores hematologicos 
que realizam, alem da contagem global de celulas 
sanguineas, a contagem de reticulocitos tornou 
mais acessivel o uso da contagem automatizada na 
rotina laboratorial. A Beckman Coulter® foi o pri¬ 
meiro fabricante a fornecer a contagem de reticu¬ 
locitos nos modelos STKS™ e MAXM™. Utili- 
zando como corante o azul de metileno e a 
tecnologia VCS (impedancia, condutividade e 
dispersao de luz), esses equipamentos fornecem, 
alem da contagem percentual, a contagem absolu¬ 
ta e o indice de matura^ao dos reticulocitos. A li- 
nha Sysmex® R-1000, foi o primeiro modelo fabri- 
cado pela TOA (Kobe, Japao) para a contagem de 
reticulocitos que utiliza como corante a auramina 
O, que cora o RNA do reticulocito, classificando-o 
de acordo com o grau de fluorescencia emitida. A 
ABX (Montepellier, Franca), por intermedio do 
modelo ABX Pentra 120 Retie, utiliza o tiazol la¬ 
ranja (orange tiazole ) como agente fluorescente, 
analisando cerca de 32 mil celulas para determi- 
nar os parametros reticulocitarios. 

A Linha Cell-Dyn da Abbott®, nos modelos 
3500 e 3700, utiliza o azul de metileno, com fase ma¬ 
nual (incuba^ao) antes da contagem automatizada, 
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FIGURA 6.39 Histogramas fornecidos pelo citometro Retic-COUNT™ (Becton Dickinson Immunocytometry 
Systems, Mountain View). Contagens de reticulocitos nos histogramas de celulas: (a) 0,05% (pouca fluorescencia 
emitida); (b) 4,3%; (c) 15,6% e (d) 24,3% (aumento da fluorescencia emitida). 10 


fornecendo o indice de matura^ao dos reticuloci¬ 
tos (IRF). No Modelo Cell-Dyn 4000, o marcador 
utilizado (CD4K530) apresenta excelente correla- 
^ao quando comparado com citometros de fluxo 
que utilizam o orange tiazole como fluorocromo. 15 
Com metodo totalmente automatizado (sem fase 
manual), o modelo Cell-Dyn Saphire determina o 
IRF pelo uso de corante fluorescente de cor verde, 
emitindo luz a 530 nm. 

Os equipamentos fornecidos pela Siemens® e 
representados pela Roche Diagnostics® e a linha 
Sysmex® fornecem, alem da contagem de reticu¬ 
locitos, novos parametros reticulocitarios. Os 
modelos Advia 120 e 2120 (oxazina 750) liberam 
parametros de matura^ao em seus resultados de 
reticulocitos, alem de informa 9 oes a respeito de 
tamanho e quantidade de hemoglobina dessas 
celulas. Utilizando a polimetina como corante 
fluorescente, os modelos XE 2100, XT 2000i, XE 
5000 e XT 400Gi da Sysmex® tambem fornecem 
parametros extras a respeito dos reticulocitos. 
Essas novas informa^oes podem ser incorpora- 
das ao chamado reticulocitograma automatiza¬ 
do. A Tabela 6.5 ilustra alguns equipamentos 


que fornecem estes novos parametros relaciona- 
dos aos reticulocitos. 

Uso do IRF e as frames de imaturidade 
dos reticulocitos 

O IRF (do ingles immature reticulocyte fraction) 
equivale aos reticulocitos que possuem fluores¬ 
cencia media ou alta, ou seja, reticulocitos imatu- 
ros. Esse parametro e fornecido pela maioria dos 
analisadores hematologicos e sua eleva^ao pode 
ser o primeiro sinal de sucesso na avalia^ao de 
transplantes de medula ossea. Com o mesmo pro- 
posito, a classifica^ao da imaturidade dos reticu¬ 
locitos em tres populates distintas, de acordo 
com a sua quantidade de RNA (baixa, intermedi- 
aria e alta fluorescencia), pode melhorar as infor- 
ma^oes a respeito do funcionamento da medula 
ossea. Em estados hemoliticos, os reticulocitos 
imaturos elevam-se proporcionalmente a conta¬ 
gem global de reticulocitos, porem, nas diseritro- 
poieses, como na leucemia mieloide aguda, a ima¬ 
turidade dos reticulocitos aumenta, apesar da 
contagem total de reticulocitos estar normal ou 
ate mesmo reduzida. 16 
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TABELA 6.5 Equipamentos, tecnoiogia e parametros fornecidos para analise de reticulocitos 

EQUIPAMENTO 

MtTODO 

CORANTE 

PARAMETROS 

Advia® 120 Advia® 

2120 

Absorbancia e dispersao de luz 

Oxazina 750 

IRF 

L-RET% 

M-RET% 

H-RET% 

VCMr, 

CHr, CHCMr, 

RDWr, 

HDWr, CHDWr 

XE 2100 

XT 20001 

Fluorescencia e dispersao de luz 

Polimetina 

RET%, RET#, IRF 

RET Hb 

IPR 

XE 5000 

XT 40001 

Fluorescencia e dispersao de luz 

Polimetina 

RET%, RET#, IRF, RET-HE, IPF 

PENTRA DX120 

Impedancia e fluorescencia 

Tiazol laranja 

IRF, MRV, RETH%,RETM%, RETL% 


IRF, fragao de reticulocitos imaturos; RET Hb/RET Fie, conteudo de hemoglobina no reticulocito; IPF, indice de produgao reticulocitaria; VCMr, 
volume reticulocitario medio; CFfr, conteudo de hemoglobina do reticulocito; CHCMr, concentragao de hemoglobina corspuscular media do 
reticulocito; RDWr, RDW do reticulocito; HDWr, variagao do CHr; CHDWr, variagao da CHCMr; L-RET%/ R£TL%, reticulocitos de baixa fluores- 
cencia (maduros); M-RET%/ RETM%, reticulocitos de media fluorescencia; H-RET%/ RETFI%, reticulocitos dealta fluorescencia (imaturos). 


O uso desses parametros de imaturidade dos 
reticulocitos devem ser avaliados com criterios 
bem definidos, principalmente com rela^ao ao va¬ 
lor de normalidade a ser utilizado. Cada laborato¬ 
ry que realiza a contagem de reticulocitos deve 
estabelecer seu proprio valor de normalidade, ten- 
do em vista as varia 9 oes metodologicas que os 
analisadores apresentam. A Tabela 6.6 apresenta 
os valor es de normalidade public ados por diver- 
sos autores com rela^ao ao IRF obtidos em varios 
modelos de analisadores hematologicos. 


Estudo realizado por Chang e Kass 17 avaliou 
o uso do IRF em diversos quadros de anemias. 


Utilizando como valor de corte do IRF em 0,23, o 
IRF apresentou boa correla^ao entre o IRF e o 
IPR (indice de produ^ao reticulocitaria) tanto em 
condi 9 oes de hipofun 9 ao da medula ossea quan¬ 
to nas anemias regenerativas, como nas anemias 
hemoliticas. 

A avalia 9 ao da resposta da medula ossea tam- 
bem pode ser avaliada pelas fra 9 oes de imaturi¬ 
dade dos reticulocitos. O aumento da porcenta- 
gem de reticulocitos imaturos pode predizer a 
recupera 9 ao hematopoietica em varias situa 9 oes, 
como no tratamento de anemias aplasticas, ou na 
recupera 9 ao de tratamentos quimioterapicos, an¬ 
tes mesmo da eleva 9 ao da contagem absoluta de 
reticulocitos, de neutrofilos e de plaquetas. 2 A 
Tabela 6.7 mostra o comportamento das fra 9 oes 
imaturas dos reticulocitos em paciente com diag- 
nostico de anemia megaloblastica, por deficiencia 
de vitamina B 12 , que, apos o inicio do tratamento 
para repos^ao vitaminica, foi acompanhado por 
meio de hemograma, contagem de plaquetas e 
perfil reticulocitario. 

Apos 5 dias de tratamento, a fra 9 ao de maior 
imaturidade elevou-se drasticamente, o que indica 
que a medula ossea incorporou a vitamina B 12 for- 
necida pelo tratamento. A contagem de reticuloci¬ 
tos (%) eleva-se ao nivel maximo entre o sexto e 
setimo dia, periodo em que a fraqao HFR ja decli- 
na em cerca de 3 vezes. Apos o quinto dia, o perfil 
das fra 9 oes altera-se discretamente, ao contrario 


TABELA 6.6 Valores de normalidade do IRF, 

Valores obtidos em diferentes equipamentos e com 
varia 9 ao do tamanho amostral 

AUTOR 

TAMANHO 

AMOSTRAL 

IRF 

EQUIPAMENTO 

Banff (46) 

n = 73 

0,19-0,42 

Beckman Coulter 

LH 750 

Noronha (47) 

n = 50 

0,01-0,18 

SysmexXE 2100 

Van den 
Bossche (48) 

n = 317 

0,14-0,35 

Cell-Dyn 4000 

ButarelEo (49) 

n = 225 

0,15-0,35 

0,20-0,37 

0,06-0,23 

0,04-0,25 

0,05-0,21 

Cell-Dyn 4000 

Gen S 

Pentra DX120 
Advia 120 
SysmexXE 2100 
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SEM 

TRATAMENTO 

TRATAMENTO 

TRATAMENTO 

TRATAMENTO 


TRATAMENTO 

S DIAS 

6 DIAS 

7 DIAS 

14 DIAS 

Eritrocitos 10 6 /jjL 

1,58 

2,74 

2,50 

2,62 

2,48 

Hemoglobina (g/dL) 

4,7 

8,4 

8,0 

8,4 

8,7 

Hematocrito 

13,1 

23,4 

22,7 

24,6 

24,7 

Plaquetas 

71.000 

60.000 

53.000 

91.000 

346.000 

RET % 

1,72 

6,26 

13,1 J 

12,5 

5,8 

LFR- RETL% 

77,8 

28,3 

63,8 

78,1 

80,4 

MFR- RETM% 

17,6 

25,6 

23,9 

14,0 

12,9 

HFR- RETH% 

4,6 

46,1 

12,3 

7,9 

6,7 


da contagem percentual. A contagem de plaquetas 
apresenta resposta apenas apos 14 dias de trata¬ 
mento, enquanto os parametros do eritrograma 
mantem-se constantes nesse periodo. 

O que deve ser ressaltado por meio desse qua- 
dro e a rapida resposta que os parametros de ma- 
turidade dos reticulocitos possuem em rela^ao aos 
parametros tradicionais fornecidos pelos hemo- 
gramas nos casos de tratamento das anemias, o 
que e efetivo na avalia^ao da terapia escolhida. 

Novos parametros reticulocitarios - 
uso clmico 

Como descrito no Quadro 6.11, os equipamentos 
Advia 120 e Advia 2120 apresentam parametros 
relacionados ao tamanho (VCMr) e a varia^o do 
tamanho dos reticulocitos (RDWr), alem de infor- 
ma^ao relacionadas ao conteudo de hemoglobina 
nessas celulas (CHr, CHCMr, HDWr e CHDWr). 
O volume e a concentra^ao de hemoglobina em 
cada reticulocito sao deter minados de maneira in- 
dependente de acordo com a dispersao de luz em 
dois angulos distintos. A Sysmex®, nos modelos 
XE 2100 e XE 5000, estabelece um parametro si¬ 
milar ao CHr da Siemens®, denominado Ret-He, 
que e determinado pela dispersao de luz dos reti¬ 
culocitos apos a colora^ao com polimetina. A CHr 
e o Ret-He tern o mesmo proposito de uso clinico, 
ou seja, informar o conteudo de hemoglobina no 
reticulocito. 18 

Esses parametros tern sido usados para ava- 
lia^ao do tratamento de anemias carenciais, 
como nas anemias ferroprivas e megaloblasticas, 
alem da resposta da medula ossea frente a agentes 
estimuladores de sua atividade, como a eritro- 
poietina. No caso do tratamento da anemia ferro- 


priva, o conteudo de hemoglobina no reticulocito 
(CHr ou Ret-He) reflete como o ferro foi utilizado 
pela medula ossea para a produ^ao de eritrocitos 
em poucos dias. Alem disso, esse parametro pode 
ser usado para a identifica^ao de estados iniciais 
da deficiencia de ferro em crian^as, antecipando 
tratamentos com ferro e impedindo a implanta- 
£ao da deficiencia em estagios avan^ados. 19 A Fi- 
gura 6.40 exemplifica o comportamento da CHr 
no tratamento de uma deficiencia de ferro em 
paciente submetido a hemodialise. Sem trata¬ 
mento, a microcitose e o pouco conteudo de he¬ 
moglobina no reticulocito sao evidentes, o que 
comprova a falta de ferro nesse estagio. Apos qua- 
tro dias de tratamento, a CHr alcana o conteudo 
hemoglobinico normal (26-32 pg), ou seja, nesse 
curto periodo de tempo, a informa^ao prestada 
por esse parametro e que o tratamento foi eficaz, 
ou seja, o ferro contido no tratamento foi incor- 
porado com sucesso na produ^ao de novas celulas 
normais. Essa resposta rapida tern atribuido a 
esse parametro reticulocitario grande importan¬ 
ce na rotina medica. 

Valores de referenda do reticufodtograma 
automatizado 

Pela grande variedade de equipamentos que sao co- 
mercializados atualmente, existem muitas varia- 
9 oes nos valores de referenda utilizados para a 
contagem automatizada de reticulocitos. Como 
qualquer outro teste laboratorial, cada laboratorio 
deve estabelecer seus proprios limites de normali- 
dade, respeitando a caracteristica da popula^ao a 
ser atendida e a tecnologia do equip amento utiliza¬ 
do. Para o entendimento dessa situa^ao, a Tabela 
6.8 descreve alguns estudos que estabeleceram 
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Inicio do 
tratamento 

Tratamento 

4 dias 

Tratamento 

13 dias 

VCM 

59,0 

66 

75 

HCM 

14,1 

15,8 

17,7 

CHR 

16,2 

26,1 

27,1 




Comportamento da CHR no tratamento de eficiencia de ferro. 


TABELA 6.8 Valores de normalidade de CHr, RET He, VCMr e a contagem absoluta de reticulocitos em alguns 
estudos publics dos 


CHr (pg) 

RET-He(pg) 

VCMr 

Ret absoluta (10 9 /L) 

Garcia, (53) 
n = 55 

29,2-33,6 

30,5-35,5 



Bovy, (54) 
n = 57 

32,2-32,8 


103,3-109,9 

38,3-65,1 

d'Onofrio, (55) 
n = 64 

25,9-30,6 


103,2-126,3 


Piva, (56) 
n = 126 

30,2-35,9 

30,7-37,0 

98,0-115,0 

22,0-85,0 
(Advia 120} 
27,0-90,0 
(Sysmex XE 2100) 

Canals, (57) 
n = 196 


30,2-36,7 




valores de referenda para diferentes parametros 
reticulodtarios. 

Considera^oes finais 

A contagem de reticulocitos e, sem duvida, im- 
portante ferramenta diagnostica na avalia 9 ao da 
atividade da medula ossea. Devido as limita 9 oes 
tecnicas, a contagem manual de reticulocitos 
tern perdido importancia na rotina laboratorial, 
dando lugar a contagem automatizada de reticu¬ 
locitos. Evidentemente, a contagem automatiza¬ 
da permite a avalia^ao de um numero maior de 
celulas, proporcionando, consequentemente. 


maior seguran^a e precisao ao teste. Devido a 
grande variedade de agentes utilizados na iden- 
tifica^ao dos reticulocitos e as diferentes meto- 
dologias empregadas nos diversos analisadores 
atualmente comercializados, existe a necessida- 
de de padroniza^ao dos limites de referenda, 
alem do aprofundamento nos estudos sobre o 
uso dos novos parametros reticulodtarios na ro¬ 
tina medica. 

:: CLASSIFICAQAO M0RF0FI0S0L6GICA 

A classifica^ao fisiologica das anemias informa 
se a anemia em questao e hemolitica (regenerati- 















































134 Hematologia laboratorial: teoria e procedimentos 


va ou com atividade de medula ossea) ou nao he- 
molitica (arregenerativa ou sem atividade de me¬ 
dula ossea) e leva em conta a policromatofilia, 
reticulocitose e os demais sinais de hemolise. 
Agora, dentro da classificagao morfologica, po- 
de-se incluir a classificaqao fisiologica e tem-se a 
classificagao morfofisiologica das anemias. Essa 
classificagao sera discutida em detalhes no pro¬ 
ximo capitulo. 
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SERIE VERMELHA - ERITROGRAMA 

CLASSIFICAgAO MORFOFISIOL6GICA das anemias 


A classificagao fisiologica das anemias informa se a anemia em questao e hemo- 
litica (regenerativa ou com atividade de medula ossea) ou nao hemolltica (arre- 
generativa ou sem atividade de medula ossea) e leva em conta a policromatofilia, 
reticulocitose e os demais sinais de hemolise. No entanto, dentro da classificagao 
morfologica, pode-se incluir a classificagao fisiologica e tem-se a classificagao 
morfofisiologica das anemias. 


ANEMIAS MICROCfTICAS E HIPOCRdMICAS 


As anemias microdticas e hipocromicas podem ser classificadas em hemoliticas 
e nao hemoliticas, conforme mostra a Figura 7.1. 



:: ANEMIA MICROClTICA E HIPOCRdMICA 
NAO HEMOLiTICA: ANEMIA FERROPRIVA 

A deficiencia de ferro e uma das deficiencias nutricionais mais comuns, respon- 
savel por anemia, especialmente em criangas e mulheres adultas, em todo o 
mundo. O interesse clinico no estudo da doenga reside em varias frentes, princi- 
palmente (1) no diagnostico precoce da deficiencia de ferro subclinica, de modo 
aprevenir suas complicagoes sistemicas; (2) na identificagao da anemia por defi¬ 
ciencia de ferro causada por alimentagao incorreta, ma-absorgao e sangramen- 
tos; e (3) especialmente em ambientes hospitalares, na distingao entre anemia 
por deficiencia de ferro e outras condigoes clinicas associadas, tais como ane¬ 
mias acompanhadas de infecgoes, processos inflamatorios e cancer, as quais sao 
denominadas comumente como anemias de doengas cronicas. 1 

O ferro e um metal de transigao que ingressa no organismo unicamente pela 
alimentagao e participa nao somente do transporte de oxigenio (hemoglobina) e 
eletrons (citocromos), mas tambem como catalisador de muitas reagoes necessa- 
rias para o desenvolvimento, diferenciagao e prolifer agao celulares. A hemostase 
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do ferro no organismo depende do equillbrio en- 
tre a absorc^ao intestinal e o controle das reservas, 
sendo que a eritropoiese tem papel fundamental 
na manuten^ao desse equilibrio . 1 ’ 2 

A maioria das anemias microdticas caracteri- 
za-se pela sintese deficiente de hemoglobina, a 
qual esta ligada a deficiencia de ferro ou ao dese- 
quilibrio na ingestao do ferro. A diferencia^ao da 
anemia por deficiencia de ferro do tra^o talassemi- 
co e das anemias de doen^as cronicas deve ser rea- 
lizada para o correto tratamento dessas condi^oes. 

Em geral, os marcadores bioquimicos que 
avaliam o metabolismo de ferro baseiam-se na do- 
sagem de ferro serico, na capacidade de transporte 
de ferro, no indice de satura^ao, na ferritina e, 
mais recentemente, na avalia^ao dos receptores 
soluveis de transferrina. O diagnostico de defi¬ 
ciencia de ferro e feito com base na presen^a de 
anemia, na morfologia dos eritrocitos (hipocro- 
mia e microcitose) em conjunto com baixas con¬ 
centrates de ferritina e aumento dos receptores 
de transferrina . 1 

Estruturalmente, o ferro do organismo nan se 
encontra na forma livre; ele sempre esta ligado a 
outras moleculas, tais como ao grupamento heme 
ou a inumeras enzimas. No processo de reutiliza- 
<;ao do ferro, existe um constante mecanismo de 
movimenta^ao por diferentes compartimentos, 
sendo os mais importantes o eritrocitario (hemo¬ 
globina), o compartimento de reserva (ferritina e 
hemossiderina) e o compartimento de transporte 
(transferrina). O funcionamento desse sistema 
metabolico depende da a^ao coordenada de tres 
proteinas: a transferrina (transporte), o receptor de 
transferrina (utiliza^ao) e a ferritina (estoque ). 2 
Portanto, a determina^ao laboratorial desses para- 
metros sao importantes para a compreensao do 
metabolismo do ferro, o qual facilita o diagnostico 
das doen^as correlacionadas, tais como as anemias 
de doen^as cronicas e as hemoglobinopatias. 

Quando nao ocorre uma perda rapida e gran¬ 
de de sangue, a deficiencia de ferro e o resultado 
final de um longo perlodo negativo na hemostase 
de ferro. Quando as concentrates de ferro come- 
9 am a diminuir, uma sequencia de eventos insta- 
la-se. Primeiro, os estoques de ferro nos hepatoci- 
tos, nos macrofagos, no ba^o e na medula ossea 
diminuem, com consequente reduto do ferro 
plasmatico que, por sua vez, dificulta o suplemen- 
to de ferro na medula ossea, tornando inadequada 
a produ^ao de hemoglobina. 


Essa progressao de eventos corresponde a tres 
estagios distintos. O primeiro estagio, tambem cha- 
mado de deficiencia de ferro pre-latente, representa 
uma diminui^ao nos estoques sem redu^ao dos nl- 
veis plasmaticos de ferro. Nesta fase, a concentra^ao 
de hemoglobina permanece acima dos limites ml- 
nimos de normalidade. No segundo estagio, algu- 
mas anormalidades bioqulmicas podem ser obser- 
vadas, incluindo a redu<~ao da satura^ao de 
transferrina, o aumento da capacidade de transpor¬ 
te de ferro e a eleva^ao da protoporflrina livre eri- 
trocitaria . 3 Finalmente, no terceiro estagio, a con- 
centra^ao de hemoglobina diminui a nlveis abaixo 
dos limites preconizados e a anemia se instala . 4 

O diagnostico laboratorial da anemia por de¬ 
ficiencia de ferro exige, em primeiro lugar, a con- 
firma^ao da deple^ao do ferro para que seja possi- 
vel investigar a provavel causa (diagnostico 
etiologico). Atualmente, existem inumeras provas 
laboratoriais para confirma^ao da deple^ao de 
ferro, sendo esses testes classificados de acordo 
com sua especificidade em dois grandes grupos: 
testes diretos e indiretos. Apesar da maior especi- 
ficidade, as provas diretas nao sao utilizadas roti- 
neiramente por serem consideradas invasivas e 
desconfortaveis para o paciente . 2 Por outro lado, 
as provas indiretas sao mais acessiveis ao paciente 
e amplamente utilizadas na rotina laboratorial; 
porem, possuem menor especificidade, especial- 
mente quando associada a ferropenia co existe ou- 
tra condito cllnica, como infec^oes e processos 
inflamatorios . 5 

Caracterfsticas laboratoriais 
da deficiencia de ferro 

Hemograma 

Como em qualquer anemia, a conduta diagnostica 
inicial consiste na observation morfologica da ex- 
tensao sanguinea, na determina^ao das constan- 
tes corpusculares (volume corpuscular medio 
[VCM], hemoglobina corpuscular media [HCM], 
concentra^ao de hemoglobina corpuscular media 
[CHCM] e amplitude de anisocitose [RDW, do in¬ 
gles red cell distribution width]) e na contagem de 
reticulocitos . 2 Na deficiencia de ferro, uma ane¬ 
mia normodtica-normocromica com anisocitose 
precede o desenvolvimento de anisocromia, hipo- 
cromia e microcitose, sendo que as altera^oes nao 
costumam ser evidentes ate a queda da hemoglo¬ 
bina a niveis abaixo de 10 a 11 g/dL, quando se 
desenvolve o quadro caracteristico . 6 O grau de 
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mudan^a das constantes corpusculares parece ser 
proporcional a dura^ao e gravidade da anemia, 
sendo que, em deficiencias de curta dura^ao, esses 
indices nao se alteram. 

Nos contadores hematologicos, a primeira 
evidencia de deficiencia de ferro pode ser observa- 
da pelo aumento do RDW, indicando uma aniso- 
citose que precede a anemia. A altera^ao observa- 
da em seguida e a queda da hemoglobina, da 
contagem de eritrocitos e do hematocrito, seguida 
pela queda do VCM e da HCM. Em equipamentos 
que utilizam a impedancia eletrica como metodo 
de contagem, a HCM abaixo de 26 pg mostrou ser 
um indicador mais sensivel a falta de ferro do que 
um VCM abaixo de 80 fL . 7 A CHCM baixa e um 
indicador de deficiencia de ferro quando calcula- 
da a partir do micro-hematocrito e da hemoglobi¬ 
na, ou quando medida pela dispersao de luz em 
analisadores mais recentes. Porem, quando medi¬ 
da pela impedancia eletrica, e pouco sensivel devi- 
do a deformabilidade e a viscosidade do eritrocito 
durante o processo de contagem . 6 No diagnostico 
diferencial da deficiencia de ferro, do tra^o talas- 
semico e das anemias de doen^as cronicas, o he- 
mograma auxilia na distin^ao, mas o diagnostico 
definitivo deve ser estabelecido por meio de exa- 
mes especificos. O achado de codocitos e de pon- 
teado basofilo favorece a hipotese de talassemia 
menor; a presen^a de anisocromia e eliptocitos 
indica deficiencia de ferro, enquanto o aumento 
do rouleaux , assim como a presen^a de outros in- 
dicadores de inflamaipao, sugere anemia de doen- 
9 a cronica. O RDW e habitualmente mais elevado 
na deficiencia de ferro, enquanto contagens eleva- 
das de eritrocitos com VCM baixo aliado a hemo¬ 
globina normal ou discretamente baixa sugerem, 
fortemente, talassemia menor. 

Com o advento da automa^ao, principalmente 
em equipamentos que possuem a dispersao de luz 
como metodo de analise celular, novos parame- 
tros foram incluldos nos protocolos de diagnosti¬ 
co de algumas doen^as hematologicas, como e o 
caso da deficiencia de ferro. Estes equipamentos 
fornecem histogramas de distribu^ao das celulas 
por volume e por concentra^ao de hemoglobina, 
alem de um grafico no qual o volume e plotado no 
eixo das ordenadas e a cone entrap ao hemoglobi- 
nica, no eixo das abscissas . 6 Desta forma, tais 
equipamentos fornecem novos Indices relaciona- 
dos aos eritrocitos, tais como a porcentagem de 
celulas hipocromicas e hipercromicas (HIPO e 


HIPER), bem como a porcentagem de celulas mi- 
croriticas e macrodticas (MICRO e MACRO). 

O indice HIPO corresponde ao conteudo de 
hemoglobina em cada eritrocito que contenha 
concentra 9 oes abaixo de 28 g/dL de hemoglobina, 
e subpopula 9 oes de celulas HIPO acima de 10 % 
indicam uma eritropoiese deficiente de ferro . 8 Em 
razao do tempo de vida do eritrocito, esse Indice e 
considerado um marcador tardio de uma eritro¬ 
poiese com restr^ao de ferro, nao tendo sensibili- 
dade para informar rapidas varia 9 oes da concen- 
tra 9 ao de ferro. Valores de HIPO abaixo de 10 % 
em associa 9 ao com niveis baixos de ferritina po- 
dem indicar que o suprimento de ferro para a eri¬ 
tropoiese e suficiente para uma normal hemoglo- 
biniza 9 ao do eritrocito, mesmo que os estoques 
estejam consideravelmente depletados . 1 Nao ha 
ainda um consenso sobre o limite minimo da por¬ 
centagem de celulas hipocromicas como definidor 
de uma deficiencia funcional de ferro. Nos estu- 
dos ja realizados, este valor pode variar entre 3,7% 
e 10%, 9 ’ 10 o que demonstra que mais estudos sao 
necessarios para a correta utiliza 9 ao desse para- 
metro, por exemplo, na deficiencia de ferro. 

O indice MICRO tern sido utilizado como um 
importante marcador diagnostico da [3-talassemia 
heterozigotica, em que valores de MICRO acima 
de 20 % sao considerados indicativos da doen 9 a. A 
razao entre a porcentagem de celulas MICRO e 
HIPO tern sido considerada util para esse diag¬ 
nostico; razoes acima de 0,9 em conjunto com ni¬ 
veis de MICRO acima de 20 % tern alta sensibilida- 
de para o tra 90 talassemico . 11 

Conteudo de hemoglobina do reticulocito (CHr) 

Os reticulocitos possuem um turnover na circula- 
9 ao mais rapido do que os eritrocitos maduros (1 a 
2 dias vs. 120 dias), o que pode indicar que o reti¬ 
culocito e um marcador mais sensivel para avaliar 
a atividade eritropoietica. Com o advento de tec- 
nicas de citometria de fluxo, as determina 9 oes de 
varias caracteristicas do reticulocito permitiram a 
obten 9 ao de informa 9 oes claras e objetivas a res- 
peito da atividade eritroide nas anemias . 8 A maio- 
ria das contagens automatizadas de reticulocitos 
depende da capacidade de combina 9 ao de diver- 
sos fluocromos com o RNA do reticulocito. Os 
fluocromos podem tambem combinar-se com o 
DNA, tornando as celulas nucleadas fluorescen- 
tes, as quais sao entao detectadas por absorvancia 
da luz ou por dispersao de luz . 6 
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Apos previa mistura com os fluorocromos, os 
reticulocitos sao diferenciados dos eritrocitos ma- 
duros, e a quantidade de luz absorvida e propor- 
cional a quantidade de fluorocromo contida em 
cada reticulocito. Desse modo, alem de perfazer a 
contagem global de reticulocitos, esses contadores 
tambem diferenciam e escalonam tres tipos de re¬ 
ticulocitos: tipo I, os mais imaturos; tipo II, ima- 
turidade intermediaria; e tipo III, os mais madu- 
ros. Alem disso, alguns analisadores detentores da 
tecnologia de dispersao a laser produzem parame- 
tros de volume reticulocitario (VCMr), concentra- 
<;ao media de hemoglobina (CHCMr), varia^ao do 
tamanho dos reticulocitos (RDWr) e conteudo de 
hemoglobina do reticulocito (CHr). 12 

O CHr tern sido considerado o melhor para- 
metro avaliador do status de ferro e o mais preco- 
ce marcador da resposta a terapia com ferro em 
pacientes hemodialisados. 13 Este parametro ava- 
lia de forma direta a concentra^ao hemoglobinica 
em uma popula^ao recente de origem eritroide, 
permitindo a detectao de uma deficiencia de fer¬ 
ro antes dos parametros tradicionalmente avalia- 
dos no eritrograma. O CHr pode demonstrar o 
sucesso de uma terapia com suplementa^ao de 
ferro em aproximadamente quatro dias apos o 
inicio do tratamento, o que e muito precoce, se 
comparado com os outros parametros hematolo- 
gicos. Estudos feitos por d’Onofrio e colaborado- 
res, 11 em uma populate normal, demonstraram 
uma media para o CHr de 28,6+/- 1,6 pg. Valores 
de CHr abaixo de 26 pg sao considerados indica¬ 
tives de eritropoiese deficiente de ferro, tendo 
sensibilidade superior a ferritina, a satura^ao de 
transferrina e ao indice de eritrocitos hipocromi- 
cos (HIPO). 13 

Cullen, em 1998, demonstrou que o CHr e um 
parametro de diagnostico de deficiencia funcio- 
nal de ferro melhor que o HIPO, independente- 
mente do limite minimo do indice HIPO utiliza- 
do. Alem disso, o CHr foi considerado por este 
autor como o marcador ideal para avalia^ao do 
metabolismo do ferro em paciente dialisados. 

Ferro serico, capacidade de transpose de ferro, 
indice de saturate de transferrina e ferritina 

Todos os testes que sao comumente usados no 
screnning da deficiencia de ferro possuem signifi- 
cativas limita^oes. 14 O ferro serico, a capacidade 
total de liga^ao de ferro (CTLF), o indice de satu- 
ra^ao de transferrina e a ferritina sao consider a- 
velmente afetados por proteinas de fase aguda, o 


que dificulta a sua interpretation clinica. 5 Alem 
disto, esses testes nem sempre conseguem distin- 
guir a anemia de doen^a cronica da anemia por 
deficiencia de ferro, principalmente pelo fato de 
tanto a ferritina quanto a transferrina serem in- 
fluenciadas por respostas de fase aguda, como nas 
inflama^oes. 15 Portanto, na maioria das rotinas 
laboratoriais, nao ha um teste com sensibilidade e 
especificidade suficientes para ser, de forma isola- 
da, o marcador definitivo da deficiencia de ferro. 
O uso combinado desses testes, geralmente, nao 
melhora a eficiencia diagnostica, o que dificulta 
corretas interpreta^oes dos seus resultados. Espe- 
cialmente em pacientes hospitalizados, nos quais 
frequentemente coexistem complicates multifa- 
toriais, a avalia^ao do metabolismo do ferro e ain- 
da mais dificil. 14 Uma alternativa para o diagnosti¬ 
co do estado do ferro e a hemossiderina na medula 
ossea (determinada pelo metodo de colorat^ao de 
Peris); porem, o metodo e invasivo para o paciente, 
pois utiliza material proveniente de mielograma 
ou biopsia, o que limita muito sua utiliza^ao. 16 

A concentra^o de ferro no soro refere-se ao 
Fe +3 ligado a transferrina e nao inclui qualquer 
ferro contido no soro como hemoglobina livre. 
Normalmente, devido a somente um ter^o dos lo¬ 
cals de liga^ao para o ferro da transferrina estar 
ocupado por Fe +3 , a transferrina do soro tern con- 
sideravel reserva de capacidade ligante de ferro, o 
que e chamado de capacidade total de liga^ao de 
ferro (CTLF). A CTLF e a medida da concentra^ao 
maxima de ferro que as proteinas do soro, princi¬ 
palmente a transferrina, podem armazenar 17 . O 
indice de satura^ao da transferrina e obtido pela 
rela^ao entre o ferro serico e a CTLF. 16 

Muitos fatores influenciam o ferro serico e a 
CTLF. A varia^ao de um dia para o outro e bas- 
tante acentuada em pessoas saudaveis. Em geral, 
as concentra^oes de ferro sao instaveis, sendo in- 
fluenciadas pelas varia 9 oes circadianas; a concen- 
tra^ao de ferro e menor pela manha quando com- 
parada ao periodo da tarde, fator que deve ser 
avaliado quando da interpreta^ao do teste. 17 

As principals fontes de erro nas dosagens de 
ferro e CTLF sao a incompleta disso cia^ao do fer¬ 
ro as proteinas ligantes; a perda do ferro em tecni- 
cas que utilizam a precipita^ao proteica; a incom¬ 
pleta dissocia^ao do Fe +3 para Fe +2 , alem de 
cuidados rigidos para assegurar que a vidraria, a 
agua e os reagentes nao estejam contaminados 
com ferro ambiental. 18 Alem disso, a concentra^ao 



Serie vermelha - eritrograma: classificagao morfofisiologica das anemias 


139 


de ferro pode estar alterada na present de pro¬ 
cesses infecciosos, podendo diminuir em poucas 
horas apos o desencadeamento de uma infec<~ao. 16 
Em estudo realizado por Tietz e colaboradores, 18 
compararam-se o metodo referendado pela ICSH 
e outros cinco diferentes metodos utilizados na 
rotina clinica, a maioria com a fase de precipita- 
to de proteina. A baixissima correla to entre os 
metodos alarmou os autores e os fez buscar um 
metodo alternative que substituisse a dosagem do 
ferro serico. 

A CTLF sofre as mesmas influencias fisiologi- 
cas e tecnicas que a dosagem do ferro serico, o que 
limita seu uso no diagnostico da deficiencia de 
ferro. A CTLF pode apresentar resultados baixos, 
mesmo nas situates de deficiencia de ferro, em 
25% dos casos, o que demonstra que o teste tern 
baixa especificidade. 19 Em fun$ao da reduzida es- 
pecificidade e sensibilidade do ferro serico e da 
CTLF, costuma-se considerar a relat^ao entre as 
duas medidas, ou seja, o indice de satura^ao de 
transferrina (IS%). Esta determinato possui li- 
mita^oes semelhantes as dosagens que a origi- 
nam, como, por exemplo, as varia^oes na present 
de infec^oes. 16 

Em um estudo realizado em 1.053 pacientes, 
utilizando a ferritina como padrao ouro para o 
diagnostico de deficiencia de ferro, 23% dos pa¬ 
cientes apresentaram baixos niveis de ferritina; 
porem, apenas 6% apresentaram, no seu perfil la- 
boratorial, concentrates elevadas de CTLF e bai¬ 
xa porcentagem no indice de satura^ao de trans¬ 
ferrina. 20 Burns e colaboradores 14 demonstraram 
a baixa eficiencia (20,3%) da association da dosa¬ 
gem do ferro e do indice de saturate de transfer¬ 
rina em um estudo que avaliou 301 pacientes ane- 
micos, comprovando a pequena utilidade dessas 

determinates na rotina medica. 

A ferritina plasmatica reflete os estoques cor- 
porais e as variates na quantidade de ferro no 
compartimento de armazenamento do metal. A 
ferritina declina precocemente no desenvolvi- 
mento da deficiencia de ferro, muito antes das al- 
terates observadas na concentration sanguinea 
da hemoglobina, do tamanho do eritrocito ou da 
concentration do ferro no soro. Desta maneira, a 
ferritina e um indie ador sensivel da deficiencia de 
ferro, principalmente quando nao ha uma asso¬ 
ciation com alguma outra doen^a. 17 De todos os 
testes que podem avaliar uma deficiencia de ferro. 


a ferritina e o mais util, e, invariavelmente, niveis 
baixos de ferritina indicam deplete nos estoques 
de ferro. 
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FIGURA 7.2 Comparagao do comportamento 
da ferritina na anemia por deficiencia de ferro e nas 
anemias de doen^as cronicas. 


Fonte: Punnonen e colaboradores. 5 


Valores abaixo de 12 pg/L de ferritina, na au- 
sencia de outras doen^as, indicam a deficiencia de 
ferro; porem, com a concomitante present de 
doentas infecciosas e inflamatorias, esses niveis 
podem aumentar, o que diminui a sensibilidade 
do teste. A ferritina possui essa limita^ao por ser 
uma proteina de fase aguda (Figura 7.2). 1 

Dess a forma, a ferritina e um parametro que 
deve ser utilizado com rigoroso cuidado, princi¬ 
palmente em pacientes hospitalizados, nos quais a 
incidencia das doentas multifatoriais e grande. 
No estudo de Burns e colaboradores, 14 os niveis de 
ferritina apresentaram pequena correla to com os 
estoques de ferro na medula ossea, determinados 
pela Coloradan de Peris, o que indica a possibilida- 
de de resultados falso-positivos para a deficiencia 
de ferro quando a ferritina e determinada de for¬ 
ma isolada. Neste mesmo estudo, demonstrou-se 
a alta eficiencia (99,4%) e especificidade (87,6%) 
da associato entre a ferritina e a transferrina (de¬ 
terminada por imunoprecipita^ao) para o diag¬ 
nostico da deficiencia de ferro. 
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Receptor soluvel de transferrina (RsTf) e os 
indices RsTf/ferritina e RsTf/log ferritina 

O receptor de transferrina (RsTf) e uma protelna 
transmembrana que facilita a entrada do ferro li- 
gado a transferrina no interior das celulas. A for¬ 
ma soluvel da proteina pode ser detectada no plas¬ 
ma por metodos imunologicos e ser util no 
diagnostico da deficiencia de ferro, bem como na 
sua distin^ao das anemias de doen^as cronicas 
(Figura 7.3). Esse receptor e a principal via pela 
qual as celulas adquirem o ferro, especialmente os 
precursores eritroides na medula ossea, 21 sendo 
considerado um excelente teste para avaliar a ati- 
vidade da medula ossea, com rela<~ao a eritropoie- 
se. Com todas as limita^oes que os testes tradicio- 
nalmente utilizados para avaliar o metabolismo 
de ferro possuem, ha uma grande busca por um 
metodo sensivel e nao invasivo para a detec^ao da 
deficiencia de ferro. Varios autores sugerem que o 
receptor de transferrina e um parametro que cli- 
nicamente possui essas caracteristicas. 2224 
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FIGURA 7.3 fndiee RsTf/log ferritina na 
deficiencia de ferro e na anemia de doenga cronica, 


Fonte: Means . 25 


A distin^ao entre a anemia por deficiencia de 
ferro e a anemia de doen^a cronica pode ser reali- 
zada por meio da interpreta^ao dos valores do re¬ 
ceptor de transferrina (RsTf), o que e muito dificil 
quando se usam apenas os testes laboratoriais 
convencionais. A maior vantagem do RsTf sobre a 
ferritina e a transferrina reside na importante ca- 


racteristica dos RsTf, que nao sao proteinas de fase 
aguda e, portanto, nao sao influenciados por pro¬ 
cesses infecciosos e inflamatorios. 26 

A diferen^a entre os niveis de RsTf na defici¬ 
encia de ferro (elevados) e nas doen 9 as cronicas 
(nao elevados) necessita de maiores elucida 9 oes e 
estudos. Postula-se que os niveis de RsTf perma- 
necem normals nas doen 9 as cronicas por um me- 
canismo dowregulation, realizado pelas citocinas 
inflamatorias. 21 

Sob cond^des normals, os precursores eri¬ 
troides se constituem no mais importante fator 
que influencia os niveis de RsTf. Baixos niveis de 
RsTf sao observados em anemias aplasticas e na 
aplasia medular pura de celulas eritroides. Os 
RsTf tambem estao diminuidos em pacientes com 
hemocromatose de origem genetica. 21 

Atualmente, as caracteristicas laboratoriais de 
uma anemia por deficiencia de ferro estao basea- 
das na presen 9 a de anemia, com hipocromia e mi- 
crocitose, em conjunto com baixas concentra 9 oes 
de ferritina e aumento nos niveis dos receptores 
de transferrina. 1 Os receptores de transferrina 
presentes nos precursores eritroides e nos reticu- 
locitos refletem a atividade eritropoietica que, na 
deficiencia de ferro, apresenta aumento corres- 
pondente a uma regula 9 ao sobre a superficie celu- 
lar, em resposta a maior demanda celular pelo 
ferro. Por este motivo, a concentra 9 ao de RsTf re- 
flete o real suplemento de ferro, as celulas e aos 
tecidos e, por nao ser afetado por doen 9 as infec- 
ciosas ou inflamatorias, e considerado o melhor 
indicador de uma deficiencia de ferro quando co- 
existem processos inflamatorios. 15 

A transi 9 ao do estado normal do metabolismo 
do ferro para a evolu 9 ao de uma deficiencia de fer¬ 
ro desenvolve-se de maneira sequencial, sendo que 
essas fases sao dificeis de serem distinguidas por 
determina 9 oes laboratoriais convencionais. Acre- 
dita-se que a ferritina serica e os RsTf tern sensibi- 
lidade para definir os estagios que ocorrem para o 
desenvolvimento de uma deficiencia de ferro (Fi¬ 
gura 7.4). Durante a fase I, os receptores de trans¬ 
ferrina permanecem estaveis, enquanto se observa 
um descrescimo constante da ferritina. Quando o 
deficit de ferritina e suficiente para restringir a 
sintese de hemoglobina e outros componentes 
funcionais do ferro, a eritropoiese deficiente de 
ferro se instala (fase II). Nesta fase, o unico indica¬ 
dor identificavel e a eleva 9 ao dos RsTf. Finalmen- 
te, a deficiencia de ferro (fase III) desenvolve-se 
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Ferritina 


Receptor de 
transferrina (RsTf) 


Indice RsTf/log 
ferritina 


Hgb Homem 


Hgb Mulher 


Normal 


22-203 pg/L 


1,15-2,75 mg/L 


0,63-1,8 


12,8-16,8 g/dL 


11,7-15,3 g/dL 


Estagio 1 

Deple^ao dos estoques 


< 22 pg/L 


< 2,75 mg/L 


> 1,8 


> 12,8 g/dL 


>11,7 g/dL 


Estagio 2 


< 22 pg/L 


>2,75 mg/L 


> 2,2 


> 12,8 g/dL 


>11,7 g/dL 


Estagio 3 

Anemia ferropriva 


<22 pg/L 


> 3,6 mg/L 


> 2,8 


< 12,8 g/dL 


<11,7 g/dL 


FIGURA 7.4 Perfil de ferritina e do RsTf nos estagios do desenvolvimento da deficiencia de ferro. 


Fonte: Suominen e colaboradores . 27 


com diminui^ao da concentrate da hemoglobi¬ 
na, como resultado da progressiva deplete de fer¬ 
ro 27 . Portanto, a associate da ferritina com os 
RsTf pode fornecer informa^oes importantes so- 
bre as fases subclinicas da deficiencia de ferro. 

Suominen e colaboradores 27 definiram os es¬ 
tagios sub clinic os da deficiencia de ferro por meio 
das determinated es de ferritina e RsTf. O estagio I 
(deplete de estoque) foi definido por concentra¬ 
tes de ferritina abaixo de 22 pg/L e concentra¬ 
tes normais de RsTf (abaixo de 2,75 mg/L). A 
fase seguinte (fase II), eritropoiese deficiente de 
ferro, foi definida por ferritina baixa (inferior a 22 
pg/L) e por elevate dos nlveis de RsTf (superior a 
2,75 mg/L). A deficiencia de ferro propriamente 
instalada foi considerada quando, juntamente a 
esses valores de ferritina e RsTf, a concentrate de 
hemoglobina diminui abaixo dos limites preconi- 
zados (Figura 7.4). 

Dess a forma, o RsTf vem sendo utilizado na 
pratica clinica no diagnostico diferencial entre 
anemia por deficiencia de ferro e anemias de 
doen^as cronicas, alem de ser considerado util 
para o reconhecimento das fases subclinicas da 
deficiencia de ferro. 

Adicionalmente, pelo motive da ferritina ava- 
liar os estoques e os RsTf avaliarem a funcionabi- 
lidade dos componentes do metabolismo do ferro, 
a combina^ao desses dois parametros e avaliada 
para um melhor screnning do status do ferro. Des- 
ta forma, surgiram dois novos parametros, a ra- 
zao entre o RsTf e a ferritina (RsTf/ferritina) e o 
Indice RsTf/log ferritina. 27 A combina^ao entre o 
RsTf e a ferritina aumenta a sensibilidade para a 


avalia^ao do metabolismo do ferro. Baixas con¬ 
centrates de ferritina indicam deplete dos esto¬ 
ques de ferro e elevates dos RsTf indicam eritro¬ 
poiese ferro-deficiente. Se a ferritina esta elevada, 
a determinate de protelna C reativa deve ser do- 
sada: se esta estiver elevada, a ferritina perde seu 
valor, por sofrer influencia de citocinas inflama- 
torias. Entretanto, o uso do indice RsTf/log ferriti¬ 
na pode ser util ness as situates. Se o indice for 
menor que 1 (< 1), a anemia de doen£a cronica esta 
provavelmente envolvida, e a deficiencia de ferro e 
descartada, enquanto que indices acima de 2 (> 2) 
podem indicar deficiencia de ferro concomitante 
com uma anemia inflamatoria cronica. Razoes 
entre 1 e 2 sao de causas indeterminadas, sendo 
sugestivo a colora^ao medular para confirma^ao 
do caso. 21 Alem disso, o indice tambem demons- 
tra ser util para a discrimina^ao dos estagios sub- 
cllnicos da deficiencia de ferro (Figura 7.4). 

Conteudo de hemoglobina do reticulocito 
(CHr) e os indices RsTf/ferritina e RsTf 
e RsTf/log ferritina 

A quantidade de hemoglobina no interior do eri- 
trocito e do reticulocito informam sobre a ativida- 
de da medula ossea, refletindo o equillbrio entre o 
ferro e a eritropoiese. O conteudo de hemoglobina 
no reticulocito (CHr) e um marcador mais precoce 
em rela^ao ao conteudo de hemoglobina no eritro- 
cito devido ao pequeno tempo dos reticulocitos na 
circulate (1 a 2 dias). A taxa de hemoglobinizato 
do eritrocito e atualmente analisada por meio des- 
se parametro, obtido em contadores hematologi- 
cos que utilizam a dispersao de luz. 
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Thomas e Thomas 1 utilizaram em seu estudo 
valores de CHr acima de 28 pg e porcentagem de 
celulas HIPO acima de 10% como criterios ideais 
para avaliar uma hemoglobiniza^ao normal dos eri- 
trocitos. Neste mesmo estudo, fases diferentes do 
metabolismo do ferro foram determinadas por meio 
do comportamento do CHr e do indice RsTf/log 
ferritina (Figura 7.5). Por meio de pesquisas e estu- 
dos sobre novos parametros que avaliem o metabo¬ 
lismo de ferro, novas perspectivas se abrem para um 
melhor entendimento, nao so do estagio propria- 
mente dito de deficiencia de ferro, mas tambem de 
seus estagios de desenvolvimento. 

:: ANEMIA MICROCITICAE 
HIPOCR0MICA NAO HEMOLfTICA: 

ANEMIA DE DOENQA CRONICA 

Classifica-se a anemia de doen 9 a cronica como 
microcitica e hipocromica quando a doen^a cro¬ 
nica de base e grave e cursa por longo tempo, po- 
rem, geralmente, a anemia nestes casos e normo- 
citica e normocromica. O termo anemia de 


doen^a cronica foi utilizado pela primeira vez por 
Cartwright, 28 29 em 1966, e instala-se em pacien- 
tes que apresentam doen^as infecciosas cronicas, 
inflamatorias ou neoplasicas. 28 Apresenta como 
caracteristica laboratorial diminui^ao do ferro se- 
rico com ferritina normal ou aumentada. A ane¬ 
mia de doen^a cronica e a anemia mais frequente 
em pacientes hospitalizados. 28 Em pacientes com 
artrite reumatoide, a frequencia de anemia de do- 
en$a cronica varia entre 27 a 58%, e esta aumenta 
quando a doen^a esta em atividade clinica. 30 O 
Quadro 7.1 mostra as concludes patologicas que 
estao associadas a anemia de doen^a cronica. 

A triade que leva a instala^ao da anemia de 
doen^a cronica e a redu^ao na vida media eritroci- 
taria, resposta inadequada da medula ossea frente 
a anemia e disturbio no metabolismo do ferro. 31 A 
diminui^ao da sobrevida eritrocitaria pode ser 
consequencia da ativa<~ao dos macrofagos (sistema 
mononuclear fagocitario) pelo processo inflama- 
torio, infeccioso ou neoplasico. A sobrevida eri¬ 
trocitaria esta estimada entre 80 a 90 dias para um 
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FIGURA 7.5 Relagao entre o CHr e o indice RsTf/log ferritina. 
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QUADRO 7.1 Condi^oes patologicas associadas a anemia de doenga crania 

a 




Tuberculose, bronquiectasia, abscesso 
pulmonar, pneumonia, endocardite, miocardite, 
osteomielite, meningite, doen^a inflamatoria 
pelvica, infec^ao pelo HIV e parvovirus B19 

Artrite reumatoide, febre reumatica, 
lupus eritematoso sistemico, doen^a de 
Crohn e sarcoidose 

Linfoma, mieloma multiple e carcinoma 
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normal de 120 dias. 28 A resposta Inadequada da 
medula ossea frente a anemia pode ser conse- 
quencia da inibi^ao da eritropoiese pelas citocinas 
inflamatorias produzidas pelos macrofagos ativa- 
dos, entre elas a interleucina-l (IL-1), interleuci- 
na-6 (IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) 
e interferon-^ (INF-y). A a^ao supressora destas 
citocinas supera a a$ao da eritropoietina. O defei- 
to basico no metabolismo do ferro e que ele nao e 
disponibilizado para a slntese de hemoglobina, 
permanecendo como ferro de deposito. Isto ocor- 
re porque citocinas produzidas pelos macrofagos 
ativados e neutrofilos promovem a retemfao do 
ferro no sistema mononuclear fagocitario. 30 

Uma forma de nao disponibilizar o ferro para 
a sintese de hemoglobina e o aumento que ocorre 
da lactoferrina, uma proteina semelhante a trans- 
ferrina secretada pelos neutrofilos por a<~ao da 
interleucina-l. A lactoferrina tem maior afinida- 
de pelo ferro e nao o transfere aos precursores 
eritrocitarios. E endocitada pelo macrofago com 
a reten 9 ao do atomo de ferro. Os linfocitos T ati¬ 
vados liberam citocinas que ativam os macrofa¬ 
gos, os quais re tern o ferro no sistema mononu¬ 
clear fagocitario. 30 

Requer cerca de 1 a 2 meses de doen^a basica 
instalada para que se manifestem os sintomas de 
anemia. 31 E uma anemia normocitica e normo- 
cromica com concentra^ao de hemoglobina entre 
9 a 12 g/dL. 30 Entre 20 e 50% dos casos podem 
apresentar anemia microdtica, e 50% sao casos de 
anemias hipocromicas. A microcitose e a hipocro- 
mia, quando presentes, nunca sao tao intensas 
quanto na anemia ferropriva, e a instala^ao da mi¬ 
crocitose e hipocromia esta na dependencia da 
atividade da doen^a de base. Outra caracteristica 
e que o RDW e normal, mostrando que a popula- 
9 ao eritrocitaria e homogenea. 31 

Pode-se dizer que a anemia de doen^a cronica 
e uma sindrome de estresse hematologico induzi- 
do pela ativa^ao de macrofagos e linfocitos em 
resposta a uma lesao celular causada por inflama- 
9 ao, infec^ao ou malignidade. Essa ativa^ao pode 
levar a um aumento do sequestro de ferro e de fer¬ 
ro unido a proteina, aumento da sequestra^ao es- 
plenica dos eritrocitos e liberai^ao de citocinas 
para a supressao da eritropoietina. 31 

Caracteristicas laboratoriais 

Laboratorialmente, apresenta-se como uma ane¬ 
mia que varia de discreta a moderada; morfologi- 
camente, classifica-se como normocitica e nor- 


mocromica, podendo tornar-se microcitica e 
hipocromica dependendo da atividade cllnica da 
doen^a de base. Pela classifica^ao fisiologica, e 
nao hemolltica com contagem normal de reticulo- 
citos tanto em valor relativo quanto absoluto e IPR 
nao hemolltico. A popula^ao eritrocitaria e homo¬ 
genea, RDW normal e as altera^oes morfologicas 
sao discretas. 

A deficiencia de ferro desenvolve-se dentro de 
horas apos a instala^ao do processo infeccioso ou 
inflamatorio. A concentra^ao de transferrina 
(CTLF) diminui de maneira mais lenta do que a 
concentra^ao do ferro devido ao seu tempo de 
meia-vida que e maior (8 a 12 dias) do que o atomo 
de ferro (aproximadamente 90 minutos). A ferriti- 
na, por ser uma proteina de fase aguda, tem sua 
sintese aumentada provavelmente por citocinas 
inflamatorias, o que caracteriza o quadro infla- 
matorio. A determinat^ao dos receptores de trans¬ 
ferrina e a maneira mais adequada para a diferen- 
cia^ao entre a anemia de doen^a cronica e a 
deficiencia de ferro. Punnonen e colaboradores, 5 
estudando o comportamento de varios parame- 
tros hematologicos e bioquimicos, concluiram 
que a correlai^ao entre a ferritina e o receptor de 
transferrina (RsTf/log ferritina) permite clara di- 
ferencia^ao entre as duas condi^oes. 

:: ANEMIA MICROCITICA E HIPOCROMICA 
NAO HEMOLfTICA: ANEMIA 

sideroblAstica 

E um grupo de doen^as que tem como caracteris¬ 
tica comum um defeito na utiliza^ao do atomo de 
ferro e na produ^ao do grupamento heme, 32 fa- 
zendo com que o atomo de ferro seja depositado 
nas mitocondrias dos eritroblastos em uma distri- 
bui^ao perinuclear, principalmente nos estagios 
finais de matura^ao dos eritroblastos, formando 
um anel em tor no do nucleo. Esses eritroblastos 
recebem o nome de sideroblastos em anel. 33 Em 
aspirado de medula ossea, sao facilmente reco- 
nhecidos apos colora^ao com azul da Prussia. 32 

Ocorre uma produ^ao insuficiente do grupa¬ 
mento heme por diminui^ao da protoporfirina ou 
pela incorpora^ao inadequada do ferro a proto¬ 
porfirina, 33 e como a sintese do heme esta prejudi- 
cada, ha uma consequente diminui^ao da pro- 
du<;ao de globinas. O acumulo do ferro na mito- 
condria dos eritroblastos ocorre porque a absor- 
9 ao do ferro continua e o transporte para a sintese 
da hemoglobina (mitocondria do eritroblasto) 
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tambem . 32 A anemia sideroblastica e caracteriza- 
da por uma eritropoiese ineficaz 32 com hiperpla- 
sia eritroide acompanhada de contagem de reticu- 
locitos normal ou discretamente aumentada . 33 
Apresenta niveis elevados de ferro serico e de de¬ 
posit *), 32 mas a incorpora^ao do ferro no heme e 
reduzida . 33 O paciente pode apresentar hiperbilir- 
rubinemia devido a destrui^ao, por mecanismos 
apoptoticos, dos sideroblastos . 34 A popula^ao eri- 
trocitaria formada e microcitica e hipocromica, 
mostrando que ha uma dificuldade na forma^ao 
da molecula da hemoglobina, o grau de microcito- 
se e hipocromia e variavel e existe um dimorfismo 
celular. Junto com a popula 9 ao microcitica e hipo¬ 
cromica pode haver uma populaifao normocitica e 
normocromica ou macrocltica . 33 A anemia side¬ 
roblastica pode ser classificada em hereditaria ou 
adquirida. A primeira pode ser dividida em liga- 
das ao sexo, autossomicas ou mitocondriais , 35 e a 
segunda, de causa primaria, que e considerada 
uma sindrome mielodisplasica, ou de causa se¬ 
cundaria . 35 A de causa primaria e irreversivel, e a 
de causa secundaria, reversivel . 32 A Figura 7.6 
traz a classifica^ao das anemias sideroblasticas. 



As formas hereditarias (ligada ao sexo e autos- 
somica) da anemia sideroblastica sao raras , 35 e a 
forma ligada ao cromossomo X (ligada ao sexo) 
afeta somente homens; a maioria dos pacientes 
tern uma atividade diminuida da enzima 
5-aminolevulinato sintetase . 32 Na maioria das ve- 
zes, a manifesta^ao da anemia ocorre ao nasci- 
mento ou na infancia, podendo ser muito grave 
(hemoglobina em torno de 6,0 g/dL), apresentan- 
do anisocitose intensa, microcitose (VCM entre 
50 a 60 fL), hipocromia, pecilocitose com presen- 
9 a de codocitos, e o RDW e bastante elevado. A 
contagem de leucocitos e plaquetas e normal, mas 
pode estar diminuida quando o paciente apresen¬ 
ta esplenomegalia . 33 As mulheres portadoras da 


forma ligada ao sexo apresentam um dimorfismo 
celular acentuado caracterizado por uma popula- 
9 ao microcitica e hipocromica e outra normociti¬ 
ca e normocromica 36 .0 ferro serico, a ferritina e a 
satura 9 ao da transferrina estao aumentados, o ni- 
vel de protoporfirina eritrocitaria livre (PEL) esta 
normal ou diminuido . 32 A sindrome de Pearson e 
a forma mitocondrial da anemia sideroblastica 
hereditaria que, alem da anemia, caracteriza-se 
por secre 9 ao pancreatica insuficiente e, eventual- 
mente, falencia renal e hepatica . 37 

As anemias sideroblasticas idiopaticas adqui¬ 
rida s nao reversiveis, tambem chamadas de ane¬ 
mia sideroblastica adquirida de causa primaria ou 
de anemia sideroblastica refrataria, sao classifica- 
das pela Organiza 9 ao Mundial da Saude como 
uma sindrome mielodisplasica, e nesta classifica- 
9 ao e chamada de anemia sideroblastica clonal 
(refrataria). O termo refratario e utilizado porque 
a anemia nao responde a nenhum tratamento ; 38 
pelo fato de apresentar sideroblastos em anel, des- 
critos por Bjorkman em 1956, 39 e tambem chama¬ 
da de anemia sideroblastica com sideroblastos em 
anel. Sao consequencia de uma eritropoiese inefi¬ 
caz que nao e devida a nenhuma deficiencia de 
compostos da via do heme. A anemia e conse¬ 
quencia de um defeito da celula-tronco pluripo- 
tente, que tern uma meia-vida normal ou diminu¬ 
ida e apresenta altera 9 oes de matura 9 ao . 32 O ferro 
serico e o ferro de deposito estao aumentados, mas 
a sintese de hemoglobina esta diminuida, a apop- 
tose esta aumentada (apoptose patologica), e as 
celulas apresentam altera 9 oes cromossomicas 40 
que envolvem os cromossomos 5, 11 , 20 e Y (dele- 
9 oes) e trissomia do 8 . Em torno de 10 % dos pa¬ 
cientes, a anemia evolui para um quadro de leuce- 
mia mieloide aguda em um periodo que varia 
entre 10 a 15 anos. Nao e comum em pessoas com 
idade inferior a 50 anos , 41 exceto em pacientes que 
foram tratados com radio ou quimioterapia devi¬ 
do a um tumor maligno , 35 afetando ambos os se- 
xos . 32 Em muitos casos, a doen 9 a e diagnosticada 
em exames de rotina e outras vezes pelos sintomas 
de anemia que o paciente apresenta . 32 A concen- 
tra 9 &o da hemoglobina varia entre 7 a 10,0 g/dL, 
anemia de moderada a intensa, geralmente ma- 
crocitica, podendo ter uma popula 9 ao de celulas 
hipocromicas, o que caracteriza o dimorfismo ce¬ 
lular . 35 O RDW, muitas vezes, esta discretamente 
aumentado. A Figura 7.7 mostra uma extensao 
sanguinea com dupla popula 9 ao. 
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A extensao sanguinea apresenta anisocitose 
(aumento de RDW) e pecilocitose com presen^a 
de esquizocitos, codocitos e ponteados basofilos. 
Ocasionalmente, podem ser vistos eritroblastos. 35 
A contagem de reticulocitos e normal. As conta- 
gens de plaquetas e leucocitos geralmente sao 
normals, pode ocorrer diminui^ao da contagem 
leucocitaria e, na linhagem das plaquetas, trom- 
bocitose ou trombocitopenia. 35 

As anemias sideroblasticas adquiridas reversi- 
veis ou de causa secundaria sao causadas por uma 
serie de agentes: isoniazida, pirazinamida, ciclose- 
rina, cloranfenicol, etanol, chumbo, entre ou- 
tros. 35 Os mais comuns sao a isoniazida, o alcool e 
elementos quimicos como chumbo e cobre. 32 Nos 
alcoolatras cronicos, a anemia sideroblastica e 
causa isolada de anemia em 25 a 30%, 35 e, geral¬ 
mente, outras causas estao associadas, como a de¬ 
ficiency de folato, que leva a anemia megaloblas- 
tica. 32 O alcool interfere na via metabolica da 
sintese do heme por inibir varias enzimas que par- 
ticipam desta via, afetando principalmente a ativi- 
dade da 6-aminolevulinato sintetase e a heme sin- 
tetase. 32 A anemia que se instala e de moderada a 
grave com a concentra^ao de hemoglobina varian- 
do de 6 a 10,0 g/dL. A popula^ao eritrocitaria tam- 
bem apresenta dimorfismo celular (microcitica e 
hipocromica/normocitica e normocromica) e o 
RDW esta elevado. Os sideroblastos em anel sao 
vistos na medula ossea. O ferro serico e a ferritina 
estao elevados. Ha aumento da bilirrubina e da 
desidrogenase lactica, como resultado da hemolise 
de eritroblastos na medula ossea, devido a eritro- 
poiese ineficaz. 32 Nesse tipo de anemia, quando o 
agente causador e retirado, o quadro hematologi- 
co reverte-se dentro de algumas semanas. 42 


A isoniazida e um medicamento utilizado no 
tratamento da tuberculose que interfere no me- 
tabolismo da vitamina B 6 , na sintese do piridoxal 
fosfato e do acido-5-5-aminolevulinico, tendo 
como consequencia uma deficiencia na sintese 
do heme. 12 A anemia instala-se entre 1 a 10 meses 
apos a institui^ao do tratamento, 33 variando de 
moderada a intensa com duas populates eritro- 
citarias, uma microcitica e hipocromica e outra 
normocitica e normocromica 1 com RDW eleva¬ 
do. Os sideroblastos estao presentes na medula 
ossea, e as concentrates de ferro e ferritina es¬ 
tao elevadas. 

A intoxic a^ao pelo chumbo o cor re em adultos 
por intoxica^ao ocupacional e em crian^as por in- 
gestao com materiais que contenham chumbo. 33 
A maioria dos passos metabolicos da via do heme 
sao inibidos pelo chumbo, o acido delta-aminole- 
vulinico (ALA) desidratase, a ferroquelatase, a 
coproporfirinogenioxidase e a porfobilinogenio 
deaminase sao as mais sensiveis e na ordem cita- 
da. 33 Na intoxica^ao pelo chumbo, os tecidos he- 
matopoietico, renal e nervoso central sao afeta- 
dos. 32 A anemia esta presente em cerca de 25% dos 
afetados, 43 variando de leve a moderada com po- 
pula^ao eritrocitaria microcitica e hipocromica, e 
o achado hematologico caracteristico sao os pon¬ 
teados basofilos proeminentes que podem estar 
presentes na ausencia de anemia; 32 o RDW esta 
elevado. A contagem de reticulocitos pode estar 
discretamente aumentada, os niveis de ferro seri¬ 
co estao normais ou discretamente aumentados, e 
a ferritina esta normal. 32 

:: ANEMIAS MICROCfTICAS E 
HIP0CR6MICAS HEMOLlTICAS: TALASSEMIAS 

As hemoglobinopatias podem ser classificadas em 
hereditarias e adquiridas. As hereditarias sao clas¬ 
sificadas em hemoglobinopatias causadas por de- 
feitos geneticos que (1) acarretam altera^oes 
quantitativas na sintese das cadeias polipeptidicas 
(talassemias) ou (2) causam altera 9 oes estruturais 
(qualitativas) na sequencia de aminoacidos das 
cadeias globinicas. As hemoglobinopatias qualita¬ 
tivas subdividem-se em hemoglobinopatias sem 
altera^oes fisiologicas, em hemoglobinas de agre- 
ga 9 ao, hemoglobinas instaveis e adquiridas, que 
sao as meta-hemoglobinemias. 32 A Figura 7.8 
ilustra esta classifica^ao das hemoglobinopatias. 

O defeito nas talassemias e a falta ou a produ- 
^ao insuficiente das cadeias de globina. Quando 
isto ocorre nas cadeias do tipo a, tem-se as a-talas- 
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semias, e quando ocorre nas cadeias do tipo [3, 
tem-se as (3-talassemias. 32 A falta ou a insuficiencia 
na produ^ao devem-se a altera^oes cromossomi- 
cas como deletes, caracteristicas da a-talassemia, 
ou muta^oes (altera 9 oes genicas), caracteristicas 
das (3-talassemias. 32 Estas altera^oes fazem com 


que a produt^ao das cadeias a e (3 nao seja mantida 
na propor^ao de 1:1. A talassemia e caracterizada 
por ser microcitica e hipocromica com sinais ou 
caracteristicas de hemolise, e a anemia esta pre¬ 
sente nas formas mais graves da doen^a que e pro- 
porcional ao deficit da cadeia. A Figura 7.9 deta- 
Iha a fisiopatologia da talassemia. 

Como a sintese da cadeia globinica nao afeta- 
da permanece inalterada, ha acumulo e formai^ao 
de agregados instaveis dessas cadeias, causando 
precipita^ao desses agregados, o que predispoe a 
destrui^ao prematura dos eritroblastos na medula 
ossea (eritropoiese ineficaz) e dos eritrocitos na 
circula^ao (hemolise). 44 A anemia instala-se 
quando a produ^ao de eritrocitos e menor que a 
destrui^ao, situa^ao que ocorre nas formas mais 
graves da doen^a com a intensidade da anemia 
proporcional ao deficit de cadeia. A anemia acar- 
reta uma baixa tensao de oxigenio nos tecidos. O 
tecido em hipoxia ordena que o rim produza eri- 
tropoietina (os niveis plasmaticos de eritropoieti- 
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FIGURA 7.9 Fisiopatologia da 13-talassemia. 
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na estao aumentados) e esta estimula os precurso¬ 
res eritrocitarios a entrarem em mitose, com a 
finalidade de repor os eritrocitos destruidos. A 
medula ossea estimulada a produzir nao consegue 
repor eritrocitos normais porque nao tem uma 
produ^ao eficiente de globinas, entao, fecha-se um 
circulo vicioso em que os tecidos solicitam oxige- 
na 9 ao, a mednla esta em franca atividade, mas o 
eritrocito, como produto final, nao consegue car- 
rear o oxigenio aos tecidos . 32 Este circulo vicioso 
tem como consequencia uma expansao da medula 
ossea, que e proporcional a intensidade de hemoli- 
se, devido a sua grande atividade mitotica, o que 
pode levar a deformidade ossea conhecida como 
“fascies” talassemica (caracteristica da (3-talas- 
semia maior). A atividade e a expansao da medula 
ossea determinam o aumento da absor^ao do ato- 
mo de ferro. As repetidas transfusoes que se fa- 
zem necessarias, nas formas mais graves das talas- 
semias, levam ao aumento da concentrat^ao do 
ferro no organismo. Este aumento, caso o paciente 
nao sej a tratado com quelantes de ferro, tem como 
consequencia deficiencias endocrinas, cirrose he- 
patica e falencia cardiaca . 31 

a-talassemias 

As a-talassemias variam quanto a express ao da 
doen^a, desde formas extremamente graves, que 
sao incompativeis com a vida, ate formas assinto- 


maticas. As a-talassemias podem ser classificadas 
em hidropsia fetal (dele^ao dos quatro genes da 
cadeia a: - -/- -), doen^a da hemoglobina H (dele- 
930 de tres genes da cadeia a: a -/- -), a-talassemia 
menor (dele^ao de dois genes da cadeia a: aa/- -, 
a-/a-, - -/aa) e portador silencioso (dele^ao de um 
gene a: aa la-, a-/aa ). 31 A Figura 7.10 ilustra a dis- 
tribui^ao dos genes ao longo do cromossomo 16. 

Na hidropsia fetal, forma mais grave da doen- 
9 a, nenhuma cadeia a e produzida. Na fase em- 
brionaria, e possivel a produ 9 ao das hemoglobi- 
nas Gower I e Portland. As hemoglobinas Gower 
II, Fetal, A : e A 2 nao sao formadas. O feto apre- 
senta hemoglobina Bart’s (4 cadeias gama: ^ 4 ) de 
80 a 90%, hemoglobina H (4 cadeias beta: (3 4 ) e 
hemoglobina Portland (duas cadeias zeta e duas 
cadeias gama: (, 2 Y 2 )- 32 Este quadro clinico, conhe- 
cido como hidropsia fetal, acarreta a morte na fase 
fetal ou logo apos o nascimento. O Quadro 7.2 
traz um resumo das caracteristicas laboratoriais 
da hidropsia fetal, da doen 9 a da hemoglobina H, 
da a-talassemia menor e do portador silencioso. 

A doen 9 a da hemoglobina H caracteriza-se 
por ter um gene a funcionante e por ter alguma 
produ 9 &o de cadeia a. A hemoglobina Bart’s esta 
presente ao nascimento com concentra 9 ao em tor- 
no de 20 a 40%; posteriormente, e substituida pela 
hemoglobina H, cuja concentra 9 ao varia entre 5 a 
40%. Como consequencia, o paciente tem uma 
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FIGURA 7,10 Distribuigao dos genes ao longo do cromossomo 16. Sao herdados dois alelos, um da mae e 
outro do paL 
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QUADRO 7.2 Caracteristicas laboratoriais e 
cllnicas da hidropsia fetal, da doenga da hemoglobina 

H, a-talassemia menor e portador silencioso 

- 



■ VCM e HCM 
baixos 

■ Presence de 
eritroblastos 

■ Pecilocitose 
intensa 

■ Hemoglobina 
<7,0 

■ Hb Bart's = 80- 
100% 

• Hb H = ate 20% 

■ Anemia grave 

■ Esplenomegalia 

■ Hepatomegalia 
fatal 

■ Rela^ao cadeias 
a:p-0:1 



CL -/” - 

■ VCM e HCM 
baixos 

■ Pecilocitose 
intensa 

■ Hemoglobina 
<8,0a 10 

■ Hb Bart's = 
Presen ga 

■ Hb H = 2 a 40% 

■ Anemia grave 

■ Esplenomegalia 

■ Hepatomegalia 

■ Expectativa 
diminuida 

■ Rela^ao cadeias 

— 0,4:1 

j/fi sC 2 1... l I? L 

vyj 3£ mj; \Jjirjjil 

oju }-~ 

■ Discreta 
microcitose 

■ Hipocromia 

■ Pecilocitose 
discreta 

■ Hemoglobina 
entre 10 e 13 
- Hb H = 2 a 5% 

■ Normal 

■ Anemia 
discreta 

■ Rela^ao cadeias 
a:P-0,8:1 


"t/t ■ Jr 1 A! \ r | Tr 

J i v 1 j> v*'./"' 1 P HV vi a 1 s - [ V h * 1 > 1 

act/a- 

■ Normal 

■ Normal 

■ Normal 

■ Rela^ao cadeias 
ct:|3 — 0,9:1 


anemia hemolitica cronica, a qual e tambem cha- 
mada de a-talassemia intermediaria. A hemoglo- 
bina Bart’s forma-se porque na fase fetal, pela falta 
ou redugao da produgao de cadeia a, a hemoglobi- 
na fetal nao se forma ou forma- se em quantidades 
reduzidas, ha um excesso de cadeias as quais se 
tetramerizam, formando estruturas com quatro 
cadeias "y. O mesmo raciocinio e feito para a he- 
moglobina H, que se forma pelo excesso de cadeia 
P e tetrameriza-se em quatro cadeias [3. 31 

Na a-talassemia menor, o paciente apresenta 
dois genes a funcionantes. Isto confere uma 
quantidade de cadeia a que proporciona uma boa 
concentragao de hemoglobina A a ponto de nao 
apresentar anemia ou, quando presente, ser dis- 
creta, apresentando uma concentragao reduzida 
de hemoglobina H, entre 2 a 5%. O quadro de 
a-talassemia menor, pelo fato de apresentar mi- 
crocitose (VCM geralmente abaixo de 70,0 fL), 
hipocromia (HCM abaixo de 22 picogramas) e 
CHCM (em tor no de 31%), muitas vezes e confun- 
dido com anemia ferropriva. Esta situagao ocorre 
quando nao se dosa o ferro serico e a ferritina 


para a comprovagao do diagnostico. Na a-talas- 
semia menor, o ferro serico e a ferritina estao nor- 
mais ou aumentados. 31 

O portador silencioso apresenta tres genes 
funcionantes para cadeia a, o que proporciona 
uma quantidade de cadeias a suficiente para que o 
paciente nao apresente sintomas clinicos e nem 
hematologicos, podendo apresentar ao nascimen- 
to ate 2% de hemoglobina Bart’s. 31 

O diagnostico da a-talassemia e feito pelo he- 
mograma e pela eletroforese de hemoglobina com 
a pesquisa da hemoglobina H, que deve ser feita a 
partir de um hemolisado realizado com saponina, 
porque os hemolisados com cloroformio desnatu- 
ram a hemoglobina H. As pesquisas de corpos de 
inclusao eritrocitarios, realizadas com azul de 
cresil brilhante ou novo azul de metileno, dao re- 
sultado positivo para hemoglobina H. 

B-talassemia 

As cadeias (3 sao sintetizadas no cromossomo 11, 
e, alem do gene [3, estao presentes os genes epsilon 
(e), gama (y) e delta (6). Em indivlduos normais, 
sao her dados um gene (alelo) da mae e outro (ale- 
lo) do pai (Figura 7.11), e no tocante ao gene (3, o 
genotipo normal e designado como p/p. A nome- 
clatura p+ e usada para ilustrar a produgao dimi- 
nuida do gene, enquanto a representagao p° indica 
a ausencia total na produgao do gene p. Nas 
P-talassemias, ainda pode ocorrer uma diminui- 
gao muito discreta na produgao do gene, o que e 
conhecido como portador silencioso. 

As p-talassemias podem ser classificadas em 
P-talassemia minima, menor, intermediaria e 
maior. A Tabela 7.1 ilustra as caracteristicas das 
3-talassemias. 

A p-talassemia maior 
(P°/p° ou p°/p + ) e a forma mais grave de ma- 
nifestagao clinica, nao produzindo cadeia p. 
O quadro clinico e hematologico manifes- 
ta-se como uma anemia hemolitica com in- 
tensa microcitose e hipocromia, atividade 
de medula os sea revelada por intensa poli- 
cromatofilia e reticulocitose (que varia de 5 
a 15%), acompanhada de ictericia (aumento 
de bilirrubina indireta), esplenomegalia 
(devido a intensa atividade fagocitaria do 
bago) e alteragoes esqueleticas (expansao da 
medula ossea). 32 A concentragao de hemo¬ 
globina esta abaixo de 7,0 g/dL. E comum a 
presenga de grande quantidade de eritro- 
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FIGURA 7.11 Distribuigao dos genes ao longo do cromossomo 11. Sao herdados dois alelos, urn da mae e 
outro do pai. 


TABELA 7.1 Caracteristicas das B-talassemias 



CLlNICA 

GENdTIPO 

HbA 2 

HbF 

Kb A 

OUTRAS Kb 

13-talassemia minima 

Assintomatica 

psilencioso/p 

N 

N 

N 

— 

B-talassemia menor 

Discrete anemia 

p + /p 

3-7 

<2 

N 



Microcitose intense 

m 

2-3 

5-20 

N 




5p°/p 

<2 

1-3 

N 

HbLepore (5-15%) 



5pOLepore/p 





13-talassemia intermediaria 

Anemia moderada a intensa 

p + /p + * 

5-8 

40-80 

20-30 




m 

>3,5 

2-10 

90-100 




P + /(8P)° 

<2 

>5 

>80 




p°/{8p}° 

1 <2 

60-90 

0 




P+ou p°/{5p) Le P° re 

<2 

5-10 

N 

Hb Lepore (2-5%) 

B-talassemia maior 

Anemia grave 

po/po 

1-6 

>94 

0 




p + /p+ ** 

3-9 

20-90 

P 




po/p + 

0,6-3,4 

>75 

P 




(Sp) Le P ore /{5p) Le P° re 

0 

75-92 

0 

Hb Lepore (8-30%) 


*, em negros; **, em mediterraneos, 


blastos, codocitos e ponteados basofilos. 
Como o paciente nao apresenta cadeia (1, ha 
um aumento de hemoglobina A 2 e F. A con- 
centragao de hemoglobina F pode chegar a 
representar a totalidade da hemoglobina e a 
hemoglobina A 2 pode chegar a 8% da he¬ 
moglobina total. 31 O diagnostico laborato- 
rial e feito pelo hemograma e pela eletrofo- 
rese de hemoglobina com dosagem de 
hemoglobinas A 2 e fetal 


P-Talassemia intermediary: A (3-talasse¬ 
mia intermediary apresenta uma concen- 
tragao de hemoglobina em tor no de 7 a 10,0 
g/dL, com hipocromia e microcitose inten- 
sas, presenga de codocitos, ponteados baso¬ 
filos, eritroblastos e reticulocitos em torno 
de 3 a 10%, esplenomegalia e ictericia mais 
discretas e sem ou com poucas alteragoes 
esqueleticas. E uma anemia hemolitica com 
o mesmo quadro clinico e hematologico da 
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^-talassemia maior, so que de intensidade 
mais leve. A concentra^ao de hemoglobina 
A 2 pode chegar ate 10%, e a concentra^ao da 
hemoglobina F varia entre 30 a 100%. 31 

A |3-talassemia menor 
apresenta manifesta^oes clinicas muito dis- 
cretas, a concentra^ao da hemoglobina esta 
acima de 10 g/dL, as altera^oes hematologi- 
cas sao discretas, com micro citose, hipocro- 
mia, codocitos, ponteados basofilos e reticu- 
locitos em torno de 2 a 5%. Os niveis de 
hemoglobina A 2 e F invertem-se: a hemoglo¬ 
bina A 2 tem uma concentrat^ao em torno de 
1,2 a 8%, enquanto a concentra^ao da hemo- 
globina F fica em torno de 1 a 3%. A 
p-talassemia menor e um quadro hematolo- 
gico que muitas vezes e confundido com 
anemia ferropriva pelo fato de apresentar 
microcitose e hipocromia sem sinais de he- 
molise evidentes, e o diagnostico laborato¬ 
rial diferencial deve ser feito pela dosagem da 
ferritina. A (3-talassemia minima (psiiencioso) 

nao apresenta altera^oes clinicas e hematolo- 
gicas. A Tabela 7.2 traz as altera^oes clinicas 
e hematologicas nas [3-talassemias. 

As Figuras 7.12 e 7.13 demonstram as altera- 
$oes hematologicas de casos de p-talassemia 
maior e menor, respectivamente. 



FIGURA 7.12 Quadro hematologico da 
8-talassemia maior. 



FIGURA 7.13 Quadro hematologico da 
8-talassemia menor. 


TABELA 7.2 Alteragoes clinicas e hematologicas na 8-talassemia 

TALASSEMIAS 



MAIOR 

INTERMEDIARY 

MENOR 

MINIMA 

Intensidade 

4++ + 

44 

4- 

0 

Esplenomegaiia 


+-H-/++ 

+/0 

1 

0 

Icterkia 

+ 4+ 

++/+ 

0 

0 

Altera0es osseas 

++++/+++ 

+/0 

0 

0 

Hemoglobina 

<7 

7-10 

>10 

N 

Hipocromia 

+ 4+ 

44 

4 

4 

Microcitose 

444 

++/+++ 

++/+++ 

0 

Codocitos 

4-++ 

44 

0/+ 

+/0 

Ponteado basofilo 

44 

+ 

4 

+/0 

Reticulocitos 

5-15% 

3-10% 

2-5% 

1-2% 

Eritroblastos 

444 

+/0 

0 

0 

Hemoglobina A 

Ausente 

Presente 

> 90% 

97% 

Hemoglobina A 2 

Ate 8% 

Ate 10% 

2-8% 

< 3,5% 

Hemoglobina F 

Ate 100% 

30-100% 

1-3% 

< 1,0% 
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Deficiencia de ferro, R-talassemia 
menor e a-talassemia menor: 
diagnostico diferencial 

Sem duvida alguma, entre as anemias que sao co- 
mumente encontradas na rotina laboratorial, as 
microciticas e hipocromicas sao as mais frequen- 
tes. Este quadro abre uma discussao importante 
sobre o diagnostico diferencial entre as suas prin¬ 
cipal causas. O estado heterozigoto da (3-talas- 
semia menor apresenta perfil hematologico seme- 
Ihante ao da a-talassemia menor e e caracterizado 
por uma anemia microdtica que pode ser presu- 
mivelmente diagnosticada como anemia por defi¬ 
ciencia de ferro, quando o diagnostico se baseia 
apenas em dados hematimetricos e aspectos mor- 
fologicos, com a possibilidade de um tratamento 
desnecessario com ferro. Portanto, a diferencia- 
^ao das anemias microciticas e de grande impor¬ 
tance clinica, particularmente em populates 
que possuem varias etnias. 45 

A anemia por deficiencia de ferro e o resultado 
de um longo periodo de balan^o negative de ferro, 
e, durante este processo, os parametros hematime¬ 
tricos sao variaveis, iniciando com um eritrograma 
praticamente normal (as vezes, ha eleva^ao do 
RDW), passando para anemia discreta, morfologi- 
camente normocitica e normocromica ate chegar 
ao estadio final microcitico e hipocromico, quando 
a deficiencia de ferro esta totalmente instalada. 

Alguns cuidados simples podem auxiliar no 
diagnostico diferencial dessas condi^oes. Eritro- 
gramas de crian^as, mulheres, gestantes e idosos 
que apresentam microcitose e hipocromia sao su- 
gestivos de deficiencia de ferro. Microcitose acen- 
tuada em paciente masculino, adulto, sem historia 
de sangramento, e indicio de talassemia menor. 
Como as talassemias sao doen^as geneticas caracte- 
risticas de paises banhados pelo Mar Mediterra- 
neo, a origem etnica do paciente tambem corrobo- 
ra para o sucesso no diagnostico das microcitoses. 

A (3-talassemia menor tern quadro caracteris- 
tico e estavel. Sao achados comuns uma elevada 
contagem de eritrocitos, hemoglobina e hemato- 
crito discretamente diminuidos, com VCM e 
HCM muito reduzidos. A CHCM determinada 
por impedancia e invariavelmente normal. 6 Na 
extensao sanguinea, a hipocromia, na maioria das 
vezes, e discreta, e o grau de pecilocitose e varia- 
vel, podendo ser insignificante. Codocitos podem 
estar presentes. A presen 9 a de ponteado basofilo e 
achado frequente, o que refor^a a possibilidade de 
(3-talassemia menor. 


Varios estudos tern explorado o uso do RDW 
como ferramenta para realizar o diagnostico di¬ 
ferencial entre as talassemias menores e a defici¬ 
encia de ferro. Desde a decada de 1980, varias 
public a^oes enfatizam que a deficiencia de ferro, 
pela heterogeneidade de sua instala^ao, possui 
como caracteristica eleva^ao do RDW. Por outro 
lado, as talassemias menores, pelo quadro hema¬ 
tologico estavel, apresentariam RDW normal 46 
(Figura7.14). 



Com o avan^o das tecnologias dos analisado- 
res, esse perfil pode ser controverso. Mello e cola- 
boradores 47 por exemplo, citam a contagem de 
eritrocitos acima de 5 milhoes/mm 3 como para- 
metro mais sensivel para o diagnostico da 
^-talassemia menor. Lima e colaboradores 48 utili- 
zando valor de RDW igual ou acima de 21%, iden- 
tificaram corretamente 90% dos portadores de 
deficiencia de ferro, enquanto valores abaixo des- 
se (21%) foram eficientes no diagnostico da 
(3-talassemia em 77% dos casos. O que chama 
aten^ao e o valor de corte, bem maior que o limite 
de normalidade comumente utilizado na rotina 
laboratorial (14,5%). 

Henneberg e colaboradores 49 estabeleceram o 
quadro hematologico caracteristico de 75 indivi- 
duos portadores da {3-talassemia. Os (3-talassemi- 
cos apresentaram marcante microcitose (VCM 
abaixo de 71 fL) e hipocromia (HCM abaixo de 24 
pg), com presen^a de ponteado basofilo, aiiado a 
contagem de eritrocitos acima de 5 milhoes/mm 3 . 
Com rela^ao ao RDW, valores acima de 21% foram 
indicativos de deficiencia de ferro, e valores abai¬ 
xo desse foram observados nas duas condi^oes. 

Como o quadro da [3-talassemia e estavel e ca¬ 
racteristico, formulas matematicas que utilizam 
os parametros hematimetricos tern sido usadas 
para diferencia-lo do quadro da deficiencia de fer¬ 
ro. Entre ess as formulas, destacam-se a formula 
de Green-King, de England-Fraser e a de Mentzer 
(Quadro 7.3). 
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QUADRO 7.3 Formulas matematicas uteis na diferenciagao entre a 6-talassemia menor e a deficiencia de ferro 


Green-King 


VCM 2 x RDW 
Hb x 100 


Coutter® (impedancia) 


Technicon® H1/H3 (laser) 
Sysmex® E-5000 (laser) 


Impedancia efetrica 

> 65 = deficiencia de ferro 
£ 65 = B-talassemia 

Dispersao Laser 

> 73 = deficiencia de ferro 
<73 = B-talassemia menor 


England-Fraser 


VCM - ERI - (5xHb) - 3,4 


Coulter® (impedancia) 


> 0 = deficiencia de ferro 
s 0 = B-talassemia menor 


Mentzer 


VCM 

ERI 


Coulter® (impedancia) 


Technicon® HI (laser) 


Impedancia eletrica 

> 13 = deficiencia de ferro 
< 13 = B-talassemia 

Dispersao Laser 

> 14 = deficiencia de ferro 
<, 14 = B-talassemia 


Observe-se a aplicagao pratica do Indice de 
Green-King na Tabela 7.3. Nos dois eritrogramas 
microciticos, no individuo 1, o valor encontrado 
para esse indice foi de 52,9, enquanto no indivi¬ 
duo 2, o valor foi de 94,8. Utilizando tanto os li- 
mites de 65 (impedancia) quanto o de 73 (disper¬ 
sao a laser), o resultado do individuo 1 e indicativo 
de (3-taIassemia, enquanto o valor encontrado 
para o individuo 2 e indicativo de uma anemia 
por deficiencia de ferro. 


TABELA 7.3 Aplicagao pratica do Indice de 
Green-King 


ERITROGRAMA 

INDIVIDUO 1 

INDIVfDUO 2 

RBC 

6/n 

4,42 

HGB 

12,5 

8,8 

HCT 

39,0 

28,8 

VCM 

63,7 

65,1 

HCM 

20,4 

19,9 

CHCM 

32,1 

30,5 

RDW 

16,3 

19,7 


O achado de microcitose em individuo com 
reservas de ferro normal sem aumento na concen- 
tragao A 2 ou hemoglobina fetal pode ser conside- 
rado uma evidencia presuntiva de a-talassemia 
menor, particularmente se outros membros da 
familia demonstram achados similares. As quan- 
tidades de HbH (apenas tragos) nao permitem a 
detecgao por eletroforese de hemoglobina. A tec- 
nica para a detecgao de hemoglobina H pelo azul 


de cresil brilhante pode indicar a presenga, porem 
a sensibilidade do teste nao e totalmente confiavel. 50 
Para a completa elucidagao laboratorial de uma 
a-talassemia menor, sao necessarios estudos gene- 
ticos, o que torna esse procedimento muito dis- 
pendioso e com poucos beneficios praticos. As 
Figuras 7.15 e 7.16 demonstram o fluxo de testes 
para o diagnostico da (3 e a-talassemia menores. 

:: HEMOGLOB1NOPATIAS VARiANTES 

A maioria das hemoglobinas anormais difere da 
hemoglobina normal na substituigao de um ami- 
noacido por outro. Sao reconhecidas mais de 500 
variantes de hemoglobina caracterizadas por uma 
substituigao de aminoacido simples, a maioria en- 
volvendo a cadeia [3. Existem hemoglobinas anor¬ 
mais estruturalmente mais complexas. Sao descritas 
hemoglobinopatias caracterizadas por subs¬ 
titutes de dois aminoacidos, por delegoes, por 
fusao e por alongamento das cadeias globinicas. 51 
Um exemplo de hemoglobinopatias por fusao de 
cadeias polipeptidicas e a hemoglobina Lepore. 

A frequencia das hemoglobinopatias varia 
consideravelmente de acordo com a localizagao 
geografica e o grupo racial. As hemoglobinas S, C, 
D Punjab e E sao denominadas como hemoglobi¬ 
nopatias comuns, por sua alta incidencia. Cada 
hemoglobinopatia ocorre na forma heterozigota e 
homozigotica. No estado heterozigoto, os eritroci- 
tos contem tanto a hemoglobina normal (HbA) 
quanto a hemoglobina variante, sendo denomina¬ 
das como portadoras do tra$o para aquela anor- 
malidade. No estado homozigoto, a hemoglobina 
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Exemplo 

Eritrograma 



RGB 

6,62 

HGB 

12,3 


HCT 

VCM 

HCM 

40.3 

60,9 

19.4 

Formula de 

Green-King e 
ponteado basdfiio 

C,A > O : 
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15,5 


FlbA, = Acima de 3,5% 



FIGURA 7.15 Fluxograma para o diagnostico de 13-talassemia menor. Eritrograma microcitico sugestivo e uso 
da formula de Green-King sao metodologias eficazes. 0 diagnostico e confirmado pelo aumento da fragao A 2 . 


Exemplo 


Eritrograma 
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HGB 

12,3 

HCT 

40,3 

VCM 

60,9 

HCM 
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31,8 
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FIGURA 7.16 Fluxograma para o diagnostico de a-talassemia menor. Eritrograma microcitico sugestivo e uso 
da formula de Green-King sao metodologias eficazes. 0 diagnostico e por exdusao quando a fragao A 2 
apresenta concentragao normal ou baixa. 


A esta ausente, e as manifestagoes sao de gravida- 
de variavel. Por exemplo, um heterozigoto para a 
hemoglobina S e denominado trago falciforme, 
enquanto o estado homozigoto, no qual a doenga 
esta presente, e denominado anemia falciforme. 
Alem disso, duas hemoglobinas variantes podem 
estar combinadas, bem como pode ocorrer a 
uniao entre uma hemoglobina anormal e um gene 
talassemico. Estes estados sao denominados du- 
plos heterozigotos, a hemoglobinopatia SC e a f$/S 
talassemia sao exemplos destas condigoes. 51 

O genotipo e o fator mais importante para a de- 
terminagao da gravidade da doenga. Individuos 
com genotipo SS (anemia falciforme) apresentam 
maior gravidade de sintomas quando comparados 
com individuos HbS/p° talassemia. Por outro lado, 
pacientes com a associagao SC e HbS/(5+ talassemia 
tendem a apresentar complicagoes mais brandas ou 


benignas da doenga. Com relagao a expectativa de 
vida, os portadores SS possuem, em media, vinte 
anos a menos de vida em relagao a portadores SC, 
devido, principalmente, a gravidade da doenga. 52 

Pelo fato do codigo genetico ser degenerado, a 
troca da base nitrogenada no DNA pode significar 
o mesmo aminoacido na cadeia da globina, nao 
havendo alteragao fisiologica. As hemoglobinopa- 
tias que se caracterizam por terem alteragoes fi- 
siologicas sao a hemoglobinopatia S (HbS), e as 
associagoes da HbS com outras hemoglobinas, e a 
hemoglobinopatia C (HbC). A HbS e a HbC tam- 
bem sao chamadas de hemoglobinas de agregagao 
porque na primeira ocorre polimerizagao da he¬ 
moglobina e na segunda, cristalizagao. 51 

Hemoglobinopatia S 

A anemia falciforme e uma doenga autossomica 
recessiva caracterizada pelo estado homozigoto 
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para a hemoglobina S (HbS; 6(Al)Glu^Val), na 
qual a hemoglobina variante resulta de uma mu- 
ta^ao no gene (3 globinico (HBB: A->T). 53 A muta- 
$ao falciforme substitui a timina pela adenina no 
sexto codon do gene (3 (GAC^GTG), codificando 
a valina em vez do acido glutamico na sexta posi- 
<;ao do gene (Figura 7.17). Esta altera^ao e respon- 
savel por profundas mudan^as na estabilidade e 
solubilidade moleculares da hemoglobina, como a 
tendencia de polimeriza^ao quando a hemoglobi¬ 
na e desoxigenada. 54 

Uma das doen^as hematologicas herdadas 
mais comuns em todo o mundo, a anemia falcifor¬ 
me e considerada a doen^a genet ica de maior inci¬ 
dence no Brasil. A doen^a, originaria da Africa, 
surgiu ha cerca de 100 mil anos, entre os periodos 


paleolitico e mesolitico, tendo se estendido para a 
peninsula Arabica e India e vindo para a America 
em decorrencia do comercio de escravos negro s 
trazidos do continente africano, distribuindo-se 
heterogeneamente pelo Brasil ate a metade do se- 
culo XIX. Com base em dados do Programa Na- 
cional de Triagem Neonatal, estima-se que anual- 
mente nas^am no Brasil 3.500 crian^as com 
doen^a falciforme e cerca de 200 mil portadores 
do tra^o falciforme, fato que indie a a abordagem 
dessa doen 9 a como problema de saude publica. 55 

O acido glutamico e um aminoacido que tern 
sua cadeia lateral carregada negativamente com 
ponto isoeletrico (PI) de 2,77. A valina tern PI de 
5,97 e, portanto, e classificada como um aminoaci¬ 
do sem carga, ou neutro. Essa troca de aminoaci- 
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FIGURA 7.17 A troca do acido glutamico pela valina do codon 6 do gene 13 caracteriza a hemoglobina S. 
Quando e herdado um gene 13 s do pai e outro da mae, o individuo tern o genotipo SS, ou seja, homozigoto para a 
anemia falciforme. 
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dos envolvendo a saida de um com carga negativa e 
a entrada de outro sem carga, resulta na perda de 
cargas negativas da hemoglobina S em rela^ao a he- 
moglobina A, fato que causa a mobilidade eletrofo- 
retica mais lenta da hemoglobina S (Figura 7.18). 56 

AA AS AS AS 

+ 



C/A, 


FIGURA 7.18 Corrida eletroforetica em gel de 
agarose em pH alcalino. A hemoglobina S migra em 
posi^ao intermediaria entre a hemoglobina A e as 
hemoglobinas C e A 2 . 


A hemoglobina S no estado de baixa tensao de 
oxigenio sofre uma modifica^ao na sua conforma- 
9 ao molecular devido a presen^a do aminoacido 
valina, que inter age com o receptor fenilalanina 
(p-85) e leucina ((3-88) na molecula adjacente da 
hemoglobina S. Essa inter a^ao de natureza hidro- 
fobica desencadeia a forma$ao de polimeros, 
compostos por fibras de desoxi-hemoglobina eno- 
veladas entre si, em um processo chamado de nu¬ 
de a^ao, que progride com o alongamento e ali- 
nhamento de mais fibras, criando uma estrutura 
multipolimerica na forma de um eixo axial no in¬ 
terior da celula. A partir desse mecanismo, ocorre 
a transforma^ao da classica forma biconcava do 
eritrocito em uma nova estrutura celular em for¬ 
ma de foice. 32 

No processo da falciza^ao, ha perda do contro- 
le da bomba de sodio e potassio, do controle de 


calcio e ATPase e ha altera^ao da permeabilidade 
da membrana, e essas tres situates fazem com 
que a falcizaijao se torne irreversivel. 56 O fato de o 
eritrocito estar submetido a repetidas mudan^as 
de forma, de discoide para falcizada, acarreta mu- 
dan^as na membrana que a tornam falcizadas de 
modo irreversivel. 57 O eritrocito falcizado acarreta 
o fenomeno de vaso-oclusao, que impede o fluxo 
sanguineo para os tecidos e orgaos, desencadean- 
do crises de dores osseas, toracicas e abdominais 
intensas, afetando o crescimento, o sistema geni- 
turinario, sistema cardiopulmonar, sistema ner- 
voso, visao, causando anormalidades osseas, es- 
plenomegalia, hepatomegalia, anemia hemolitica, 
e tornando o paciente propenso a infec^oes e a 
forma^ao de ulcer as de perna. 31 A vaso-oclusao 
caracteriza-se por ser um processo inflamatorio 
no qual as celulas endoteliais estao ativadas, ex- 
pressando moleculas de adesao que aumentam a 
aderencia dos eritrocitos e leucocitos (neutrofilos e 
monocitos) a superficie endotelial. A celula endo- 
telial ativada secreta fosfolipideo (fator tecidual) e 
fator ativador de plaquetas (tambem produzido 
pelas proprias plaquetas, por neutrofilos e mono¬ 
citos), que ativam a hemostasia primaria e secun¬ 
daria, desencadeando a forma^ao de trombos. 

Os sinais clinicos da anemia falciforme mani- 
festam-se entre 10 a 12 semanas apos o nascimen- 
to. Antes desse tempo, devido a concentra^ao ele- 
vada de hemoglobina fetal, o paciente nao 
manifesta as consequencias clinicas da anemia 
falciforme. 57 O paciente falciforme nao tern na 
anemia o seu principal problema porque, pelo ni- 
vel de hemoglobina, ele tern uma boa qualidade de 
vida. O que interfere na qualidade de vida do pa¬ 
ciente sao as crises que ele pode ter, como a crise de 
vaso-oclusao (crises de dor), crises aplasticas, cri¬ 
ses de sequestra^ao e crises hemoliticas. A crise de 
vaso-oclusao e uma caracteristica da doen 9 a, sen- 
do responsavel pela dor localizada e pode ocorrer 
em qualquer orgao. Sao dores osseas por infarto 
dos sinusoides da medula ossea, dores no peito e 
dor abdominal por infarto esplenico. A dor ocorre 
porque a isquemia a partir do ponto da vaso-oclu¬ 
sao leva a necrose tecidual. As crises aplasticas sao 
causadas principalmente pelo parvovirus B19, que 
interrompe a prolifera^ao da medula ossea com 
consequente queda da hemoglobina e reticuloci- 
tos. A falencia de medula ossea tambem pode ser 
causada pela depleijao dos estoques de folato. As 
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crises de sequestra^ao sao caracterizadas por uma 
hiperatividade do baifo em que o sequestro da 
massa eritrocitaria determina que a hemoglobina 
caia a uma concentra^ao abaixo de 6,0 g/dL e res- 
ponde por 10 a 15% das mortes na primeira decada 
de vida. As crises de hemolise estao associadas 
com um aumento da bilirrubina indireta, da con- 
tagem de reticulocitos e queda da hemoglobina. 57 

Haplotipos da anemia falciforme 

Em 1978, Kan e Dozzy publicaram a primeira des- 
cri 9 ao da existencia de duas muta^oes distintas 
para a hemoglobina S, detectadas pela a^ao da en- 
zima de restr^ao Hpa I no sitio de 5 kb a 3’ do gene 
P, estabelecendo o conceito de origem multicentri- 
ca para essa doen^a. Estudos subsequentes defini- 
ram os principals haplotipos para a anemia falci¬ 
forme, utilizando enzimas especificas de restri^ao, 
o que permitiu uma melhor compreensao da hete- 
rogeneidade clinica da doen 9 a, alem de terem im¬ 
portance para o seu estudo antropologico. 58 

O gene p s apresenta cinco tipos principals de 
haplotipos, nomeados de acordo com a area geo- 
grafica de sua maior prevalence. 59 Os grupos de 
haplotipos mais frequentes do cluster do gene p 
conhecidos sao: Benin (BEN); Republica centro- 
-africana ou bantu (CAR); Senegal (SEN); Cama- 
roes (CAM); Saudita ou Indio-arabe 60 (Figura 
7.19). Os haplotipos do gene P s possuem diferentes 
etnias e origens geograficas: o haplotipo Benin e 



FIGURA 7.19 Distribui^ao geografica dos 
haplotipos da anemia falciforme. 


originado no meio-oeste africano; o Bantu ou 
CAR e tipico tanto do centro sul quanto do leste 
africano; o Senegal tem origem na Africa atlanti- 
ca; enquanto os haplotipos Camaroes e o Arabe- 
-saudita sao encontrados na costa oeste da Africa, 
e na peninsula arabica e India, respectivamente. 61 
A identifica 9 ao dos polimorfismos do gene P s pos- 
sibilita o estudo dos padroes culturais e migrato- 
rios dos povos africanos, afro-americanos e asiati- 
cos. Nas Americas, o estudo dos haplotipos P s tem 
contribuido para decifrar as intrincadas e com- 
plexas viagens que traziam os escravos negros da 
Africa para o novo continente entre os seculos 
XVI e XIX. 59 E bem conhecido que o fluxo geneti- 
co da codifica 9 ao da HbS para as Americas pro- 
vem quase que exclusivamente da Africa, com ex- 
ce 9 ao de uma pequena fra 9 ao trazida por 
imigrantes europeus. Como o gene P s se encontra 
distribuido ampla e heterogene amente por todas 
as regioes americanas, a determina 9 ao das fre- 
quencias dos seus polimorfismos tem levado his- 
toriadores e antropologos a estudar as raizes an- 
cestrais desse gene anormal. 60 

Anemia falciforme e hemoglobina fetal 

Os haplotipos do gene P s tem papel importante 
na regula 9 ao variavel da sintese da hemoglobina 
fetal, na rela 9 ao final entre as concentra 9 oes de 
HbS e HbF no adulto e na taxa de redu 9 ao da 
HbF durante a infancia. 62 Estudos indicam que 
determinado tipo de haplotipo associado com ni- 
veis mais altos de hemoglobina fetal seriam 
acompanhados de doen 9 a menos grave. Por 
exemplo, a presen 9 a do haplotipo SEN, cujos por- 
tadores apresentam niveis maiores de HbF, esta- 
ria relacionada com a diminu^ao das crises dolo- 
rosas, de infartos osseos e de insuficiencia de 
orgaos, enquanto o haplotipo CAR, com niveis 
mais baixos de HbF, apresentaria manifesta 9 oes 
clinicas mais graves. 63 Assim, o conhecimento do 
perfil genotipico da anemia falciforme, sua inte- 
ra 9 ao com outras hemoglobinopatias e os niveis 
de HbF sao fundamentals para o entendimento 
da grande variabilidade das manifesta 9 oes clini¬ 
cas da doen 9 a. 

A hemoglobina fetal e o tipo predominante de 
hemoglobina no periodo embrionario, permane- 
cendo em grandes concentra 9 oes ate o nascimen- 
to. Tanto a hemoglobina fetal (a 2 y 2 ) quanto a he¬ 
moglobina A (a 2 p 2 ) contem cadeias a e, por tanto, 
a altera 9 ao na produqao dessas hemoglobinas se 
da pela troca na expressao do gene y pelo gene p. 
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Apos seis meses do nascimento, a hemoglobina A 
torna-se a hemoglobina mais abundante, sendo 
que muta^oes que afetem a expressao do gene p 
tornam-se clinicamente evidentes. 64 A hemoglo¬ 
bina fetal e atualmente considerada o mais poten- 
te modificador da anemia falciforme e tem sido o 
modulador genetico mais estudado na doemja. 
Enquanto a persistence de produ^ao de niveis al¬ 
tos de hemoglobina fetal nao tem consequencias 
clinicas em individuos saudaveis, essa caracteris- 
tica pode conferir grandes beneficios clinicos a 
pacientes com doemfa falciforme e (3-talassemias. 
A identifica 9 ao dos mecanismos de modula^ao da 
hemoglobina fetal envolve nao somente a identifi- 
ca^ao das variantes causais e dos genes cuja ex¬ 
pressao elas alteram, mas tambem as consequen¬ 
cias funcionais subsequentes. 65 

A evidencia bioquimica de que a hemoglobina 
fetal e um potente inibidor da polimeriza^ao da 
desoxi-hemoglobina S e bem conhecida e confir- 
mada em diversos estudos, havendo uma rela^ao 
inversa entre a concentra^ao de hemoglobina fetal 
e as crises caracteristicas da doen^a falciforme. 66 

Dentro desse contexto, os haplotipos da ane¬ 
mia falciforme parecem estar intimamente liga- 
dos com a maior ou menor expressao da hemoglo¬ 
bina fetal. Uma das hipoteses estudadas e a rela^ao 
dos haplotipos com a expressao das cadeias Gy e 
Ay, o que influencia diretamente a quantidade de 
hemoglobina fetal a ser produzida. Em recem- 
-nascidos, a quantidade de cadeias Gy e maior que 
as cadeias Ay, em uma razao aproximada de 6:4; 
porem, no periodo adulto, essa rela^ao inverte-se 
para 4:6, o que torna a quantidade de hemoglobi¬ 
na fetal muito pequena nesta fase em individuos 
nor mais. Porem, em alguns haplotipos da anemia 
falciforme, mantem-se a rela^ao de cadeias Gy e 
Ay proxima ao periodo neonatal, mantendo-se, 
dessa forma, concentrates maiores de hemoglo¬ 
bina fetal, mesmo no periodo adulto. 60 

Demonstrou-se que a muta^ao C-»T na posi- 
9 ao -158 na extremidade 5’ do gene Gy pode estar 
associada com um aumento da rela^ao Gy:Ay. 
Essa muta^ao pode ser detectada por uma enzima 
de restri^ao especifica (XmnI) e seria um dos 
marcadores para o polimorfismo encontrado em 
pacientes homozigotos para a hemoglobina S, 
oriundos da peninsula arabica e de algumas tribos 
da India. Nestes pacientes, nos quais a concentra- 
£ao de hemoglobina fetal e maior, a doen^a desen- 
volve-se com menor gravidade clinica. 67 


Os haplotipos SEN e arabe-indiano estao as- 
so dados com altas concentra 9 oes de hemoglobina 
fetal, com conserva^ao da razao Gy Ay do periodo 
neonatal, podendo chegar a 20% o nivel de HbF 
nesses polimorfismos. Nesses haplotipos, as mu¬ 
tates observadas sao muito semelhantes, dife- 
renciando-se em poucos sitios de restri^ao com 
presen^a comum da muta 9 ao C -> T na regiao pro- 
motora do gene Gy. O haplotipo CAR, ao contra- 
rio, apresenta rela 9 ao Gy:Ay muito baixa, com ni¬ 
veis medios de HbF abaixo de 5%. Outros 
polimorfimos, como o BEN e CAM, apresentam 
concentra 9 oes intermediarias de HbF (5 a 15%), 
com uma razao Gy:Ay de 1:1. 60 

Diagnostico da anemia falciforme 

O diagnostico da anemia falciforme baseia-se na 
separa 9 ao eletroforetica da hemoglobina S. O per- 
fil eletroforetico apresenta predominio de hemo¬ 
globina S com concentra 9 oes variadas de hemo¬ 
globina fetal e concentra 9 ao normal de A 2 . Na 
eletroforese em pH alcalino, utilizando fitas de 
acetato de celulose, algumas hemoglobinas va¬ 
riantes raras podem migrar na mesma pos^ao da 
hemoglobina S. No Quadro 7.4, estao descritas as 
hemoglobinas variantes que possuem mesmo 
perfil eletroforetico que a HbS em eletroforese al- 
calina. Apesar dessa caracteristica, essas hemo¬ 
globinas nao polimerizam em condi 9 oes de deso- 
xigena 9 ao, o que traz caracteristicas clinicas e 
hematologicas benignas quando comparadas com 
a anemia falciforme. 51 


QUADRO 7.4 Principals hemoglobinas variantes 
que migram na posigao da HbS em acetato de 
celulose em pH 8,0 a 9,0 


Hemoglobina D - Punjab 
Hemoglobina D — Ira 
Hemoglobina G Coushatta 
Hemoglobina G Filadelfla 
Korle Bu 
Lepore 
Zurique 

O uso do teste de falciza 9 ao e do teste de solu- 
bilidade para a HbS sao uteis na distin 9 ao entre a 
HbS e a HbD pela positividade exclusiva para a 
presen 9 a de HbS. Das hemoglobinas variantes ra¬ 
ras que tambem sao insoluveis, destacam-se a 
HbC-Georgetown, a Hbl e a Hb Bart. Vale desta- 
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car que tanto o teste de falciza^ao quanto o teste 
de solubilidade nao podem ser utilizados como 
forma definitiva de diagnostico. 

Caracteristicas [aboratoriais 

A classifica^ao morfologica da anemia falciforme 
e normocitica e normocromica com concentra^ao 
de hemoglobina que varia entre 5 a 11,0 g/dL, e a 
classifica^ao fisiologica e hemolitica com hemoli- 
se tanto intra quanto extravascular, com aumento 
de bilirrubina indireta, diminui^ao da hemoglo¬ 
bina e aumento de reticulocitos 31 . A presen^a do 
drepanocito na extensao sanguinea confirma o 
diagnostico da anemia falciforme. O numero de 
leucocitos esta aumentado de maneira consistente 
mesmo na ausencia de crises oclusivas e de infec- 
96 es, e a contagem global de leucocitos varia entre 
6.000 a 20.000 leucocitos/pL, mantendo-se geral- 
mente entre 12.000 a 15.000 leucocitos/pL. Du¬ 
rante a crise oclusiva, o numero de leucocitos e 
neutrofilos pode elevar-se e, na vigencia de um 
processo infeccioso, o desvio nuclear a esquerda e 
significativo . 68 A trombocitose e comum 57 . 

Na extensao sanguinea, podem ser observa- 
das inumeras formas falciformes: ( 1 ) celulas alon- 
gadas com extremidades pontiagudas (classica 
celula em formato de foice); ( 2 ) celulas dobradas, 
chamadas celulas-envelope; (3) em meia-lua, nas 
quais a hemoglobina fica concentrada apenas em 
uma extremidade da celula; e (4) em forma de 
aveia, que sao celulas falciformes pequenas, curtas 
e de formato romboide ou ainda em formas que 
lembram um barco . 69 A Figura 7.20 ilustra essas 
varia^oes de morfologia dos drepanocitos. 

Alem disso, sao observados sinais de eritro- 
poiese acelerada, como policromatofilia, pontea- 
do basofilo, eritroblastos, microesferocitos, codo- 
citos e corpusculo de Howel-Jolly, que juntamente 
com os drepanocitos for mam o “pacote” morfolo- 
gico da anemia falciforme. 

Tra^o falciforme 

O tra^o falciforme raramente esta associado a ma- 
nifesta 9 oes clinicas ou hematologicas. As conta- 
gens sanguineas sao normais, e na extensao san¬ 
guinea os drepanocitos nao sao observados. Os 
portadores de origem negra do trai^o falciforme 
tern valores de VCM menores quando compara- 
dos com individuos negros sem o tra^o. Codocitos 
podem ser observados em alguns casos . 6 Apesar 
de serem assintomaticos, o diagnostico de porta¬ 
dores AS e importante sob o ponto de vista do 
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FIGURA 7.20 Alteragbes morfologicas que 
podem ser encontradas em portadores de doenga 
falciforme. 


aeonselhamento genetico, com rela^ao aos cruza- 
mentos entre portadores com o intuito de evitar 
novos casos do estado homozigoto da doen^a . 44 A 
Figura 7.21 ilustra o cruzamento de mae com a 
muta 9 ao falciforme com o pai normal, dando ori¬ 
gem ao estado heterozigoto da doen^a falciforme. 

O teste de falciza^ao e positivo, e a eletroforese 
de hemoglobina re vela a present a de duas bandas 
de hemoglobina, uma na posiijao de A e outra na 
posi^ao de S. As unicas situates em que o hetero¬ 
zigoto corre o risco de fazer uma crise de falciza- 
9 S 0 sao em casos cirurgicos, caso seja necessario 
anestesia geral, locais de grandes altitudes e avioes 
com cabine sem pressuriza^ao . 31 

Hemoglobinopatia SC 

A hemoglobina Ceo resultado de uma muta^ao 
na qual o acido glutamico e substituido pela lisina 
na sexta posi^ao da cadeia (3 globinica. Essa hemo¬ 
globina e considerada proteina de migra^ao lenta, 
tendo perfil eletroforetico semelhante a fra 9 ao A 2 . 
O disturbio falciforme conhecido como hemoglo¬ 
binopatia SC resulta da hereditariedade de um 
gene da HbS de um dos pais e um gene da HbC do 
outro (Figura 7.22). 

Nos portadores SC, o numero de eritrocitos e 
maior quando comparados com portadores SS , 70 
ja que a vida media dos eritrocitos nos pacientes 
SC e de 18 a 56 dias, significativamente superior 
que a sobrevida dos eritrocitos nos pacientes SS . 57 
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FIGURA 7.21 Exemplo de cruzamento genetico entre mae portadora de mutagao falciforme e pai normal 
dando origem a um filho com tra^o falciforme (portador AS). 


5' 


Mae 

Cromossomo 11 


3' 







+ {+) 0 

1 Val - H fS - Leu - Thr - Pro - 
1 2 3 4 5 

+ (+) 0 

1 Val - HIS - Leu - Thr - Pro - 


1 


Glu 

6 


Val 


Glu - Lys 
7 8 

+- 


Glu 

7 


Lys 

8 


5 ' 


Pai 

Cromossomo 11 


3' 







+ (+) 0 

1 Val - HIS - Leu 
1 2 3 


Thr - Pro - 
4 5 


+ {+) 0 

1 Val - HiS - Leu - Thr - Pro 
1 2 3 4 5 


Glu 

6 


Lis 


Glu 

7 


+- 

lys 

8 


+- 

Glu - Lys 
7 8 


p : 


p c 


p s, p c 


FIGURA 7.22 Cruzamento genetico entre um portador de HbS e outro com HbC. Duplo heterozigoto para a HbSC. 
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A microcitose encontrada na hemoglobinopatia 
SC e, provavelmente, uma consequencia da desi- 
drata^ao da celula (perda de K+ e agua), a qual de- 
corre da intera^ao da HbSC com a membrana ce- 
lular (possivelmente na banda 3), aumentando, de 
algum modo, o efluxo do K + . Em decorrencia dis- 
so, ocorre o encolhimento da celula, classificada 
morfologicamente como xerocito. 71 Ainda pela 
influencia da desidrata^ao do eritrocito, a CHCM 
e elevada nesses pacientes. 70 

A doen^a da hemoglobina SC, por ser earac- 
terizada como um estado hemolitico cronico, 
pode permitir a medula estabelecer mecanismos 
de compensa^ao, explicando que, exceto em mo- 
mentos de crise, esses pacientes percorrem sem a 
expressividade clinica comum das doen^as fal- 
ciformes. Por outro lado, in vivo , a cristaliza^ao 
da hemoglobina C somente acontece em condi- 
^oes especiais e raras e sua intensidade nao alte¬ 
ra de maneira significativa o periodo de vida do 
eritrocito. 2 

Outra possivel explica^ao para comportamen- 
to de carater benigno da doen^a estaria correla- 
cionado com a solubilidade da mistura das formas 


desoxi-HbS e desoxi-HbC, que nao sao diferentes 
da forma heterozigota da doen^a falciforme, o 
portador AS. Portanto, a atividade medular nesta 
condi^ao demonstra uma capacidade funcional 
semelhante a encontrada em portadores do tra^o 
heterozigoto da doen^a. 70 

A distin^ao entre a hemoglobinopatia SC e a 
anemia falciforme (HbSS) pode ser facilitada pe- 
los achados morfologicos na extensao sanguinea. 
Na doen^a HbSC, os drepanocitos sao raros, e os 
sinais hemolfticos, menos pronunciados. Os co- 
docitos sao abundantes e eritrocitos irregular- 
mente contraidos podem ser visualizados. 

Aral e colaboradores 70 compararam os dados 
hematimetricos e a contagem automatizada de re- 
ticulocitos entre crian^as portadoras de HbSS e de 
HbSC. Em rela^ao a contagem absoluta e relativa 
dos reticulocitos, o grupo HbSS demonstrou 
maior atividade eritropoietica em rela^ao ao gru¬ 
po HbSC. Analisando as fra 9 oes de imaturidade 
dos reticulocitos, a quantidade de reticulocitos 
imaturos foi maior na doen^a falciforme (HbSS), 
comprovando o estado hemolitico exacerbado 
nesta condi^ao (Tabela 7.4). 


TABELA 7.4 Valores hematologicos medios de crian^as do sexo mascultno e femintno com hemoglobina SS, 


SC e normal 

GRUPO 

SS 

SC 

NORMAL 

Sexo 

M 

F 

M 

F 

M 

F 

RBC 

2,57 {0,62} 

2,61 (0,49) 

4,45 {0,79) 

4,47 (0,56} 

4,58(0,27) 

4,64 (0,28} 

HB 

7,53 {1,01} 

7,89 (1,04) 

9,94 (0,96) 

10,99 (1,44} 

13,13 (0,76) 

13,26(0,83) 

HCT 

22,45 {2,57} 

23,39(3,27) 

27,72 (1,64) 

30,16 (3,43) 

37,85 (1,89) 

38,56 (2,12} 

VCM 

88,81 (10,79} 

87,02 (14,47) 

64,32 {14,02} 

67,92 {6,76) 

81,72 {3,18} 

82,01 {3,24} 

ROW 

24,42 (5,33) 

20,43 {2,44) 

20,14(3,99) 

18,43 (2,29) 

13,12 (0,72) 

13,04(0,63) 

RET {%) 

17,17(4,86) 

17,15(5,51) 

3,67 (1,97) 

3,29 (1,29) 

0,83 (0,29) 

0,82 (0,32) 

RET (N) 

0,44(0,13) 

0,43 (0,14) 

0,15(0,06} 

0,14(0,04} 

0,04 {0,01} 

0,04(0,01} 

IRF (%) 

45,91 (11,77} 

38,16(12,09) 

30,28 (4,07) 

21,23 {4,45} 

5,69 {2,95} 

5,01 {2,41) 

IRF(N) 

1,18(0,41} 

0,99 (0,34) 

1,32(0,11) 

0,95(0,30} 

- 

■ 

LFR {%) 

52,10 (9,92) 

59,65 (7,35) 

69,72 {4,07} 

78,77 {5,49) 

94,31 {2,95} 

95,00 (2,42) 

LFR (N) 

1,35(0,45} 

1,56(0,34) 

3,12 {0,72} 

3,51 {0,46} 

- 

- 

MRF (%) 

39,77 (8,37} 

33,23 (5,83) 

25,42 (3,65) 

17,84(4,29} 

5,20 {2,63} 

4,64 (2,30) 

MRF (N) 

1,01 (0,30} 

0,86 {0,19} 

1,11 {0,07} 

0,80 (0,24} 

_ 

- 

HFR {%) 

8,13 (1,84} 

7,08 (1,61) 

4,78 (0,85) 

3,38 (1,55) 

0,49 {0,69) 

0,37 (0,48) 

HFR(N) 

0,21 {0,08} 

0,18 (0,05) 

0,21 (0,04} 

0,15(0,07} 

_ 

- 


%, contagem relativa; N, contagem absoluta. 
Fonte: Adaptada de Arai e colaboradores . 70 
















Serie vermelha - eritrograma: classifica^ao morfofisiologica das anemias 161 


Hemoglobinopatia S com 
outras associates 

A HbS pode estar associada com outras hemoglo- 
binopatias, entre elas a e f$-talassemia. A associa¬ 
te* do tra^o falciforme com a a-talassemia 

menor (-a/-a) tern uma concentrate* de HbS em 
torno de 25 a 30%. O hemograma mostra uma 
queda nos valores de VCM e HCM, mas a concen¬ 
trate* de hemoglobina e maior que no paciente 
com a-talassemia menor, e a contagem de reticu¬ 
locitos e a bilirrubina indireta sao menores. 68 O 
diagnostico laboratorial e feito pela queda do 
VCM e HCM, pela eletroforese de hemoglobina 
evidenciando uma banda na posi^ao de S e pela 
pesquisa da hemoglobina H. 

A associate da HbS com a [5-taiassemia pode 
ser de tres tipos: HbS/(3° e HbS/(3+, a ultima pode 
apresentar-se de duas formas, uma com manifes- 
ta^ao clinica e laboratorial evidente, mas menos 
grave que a HbS/[3 0 , e outra com pacientes assinto- 
maticos ou com anemia discreta. 72 A HbS/($° apre- 
senta uma manifesta^ao clinica e laboratorial se- 
melhante a anemia falciforme. Na HbS/($°, a 
hemoglobina varia em torno de 5 a 10 g/dL, a con¬ 
tagem de reticulocitos varia entre 10 a 20%, mi- 
crocitose, hipocromia, RDW elevado, ponteados 
basofilos, codocitos, e podem ser vistos drepano- 
citos. 68 Na forma mais grave da HbS/|3 + , a concen¬ 
trate* de hemoglobina esta entre 7 a 10 g/dL e a 
contagem de reticulocitos normal ou discreta- 
mente elevada. Nas duas formas da HbS/($+, ha 
microcitose e hipocromia. 68 O diagnostico labora¬ 
torial e feito pela microcitose e hipocromia e pela 
eletroforese de hemoglobina com dosagem de he- 
moglobinas A 2 e fetal. Na eletroforese, a concen¬ 
trate da fra^ao A 2 e normal ou aumentada, a he¬ 
moglobina fetal pode chegar a concentra^oes de 
ate 40% e a hemoglobina S predomina, com con¬ 
centrates acima de 50%. 73 

Hemoglobinopatia C 

A HbC resulta de uma muta^ao de ponto no DNA 
em que ocorre a troca de uma guanina por uma 
adenina (G^A). A sequencia de bases nitrogena- 
das no acido glutamico e GAG, a muta^ao resulta 
no codon A AG, que significa o amino acido lisina. 
A consequencia dess a muta^ao e cristaliza^ao da 
hemoglobina na parte central do eritrocito, que, 
em termos morfologicos, caracteriza o codocito 
(celula em alvo). O homozigoto para a hemoglobi¬ 
na C (HbCC) clinicamente pode apresentar dor 


abdominal, artralgia e cefaleia, sintomas que nao 
estao diretamente relacionados a disturbios gene- 
ticos de hemoglobina. O hemograma apresenta, 
na extensao sanguinea, abundancia de codocitos 
(ate 90%). 31 A heran^a e autossomica recessiva. 

A anemia e leve a moderada e, alem dos codo¬ 
citos, podem ser observados eritrocitos irregular- 
mente contraidos, que podem lembrar esferoci- 
tos, mas pelo seu formato irregular descartam 
esta possibilidade. 6 Pode haver policromatofilia, 
e e rara a presen^a de eritroblastos. O portador 
AC e assintomatico e apresenta como achado he- 
matologico, na extensao sanguinea, a presen^a de 
5 a 30% de codocitos. A contagem de reticulocitos 
varia entre 2 a 6%. 31 O diagnostico e feito pela ele¬ 
troforese de hemoglobina em pH acido e alcalino. 
Na eletroforese alcalina, a presen^a de hemoglo¬ 
bina C e revelada por uma corrida eletroforetica 
na posi^ao da fra^o A 2 , porem em concentrate* 
muito superior. As hemoglobinas C Harlem e hemo¬ 
globina E migram na mesma posi^ao da HbC e da 
fra^ao A 2 em solutes alcalinas. A diferencia^ao 
pode ser realizada pela eletroforese em pH acido, 
em que a hemoglobina E tern migrate* eletrofo¬ 
retica semelhante a da hemoglobina A. Com rela¬ 
te a hemoglobina C Hariem , a diferenciato se da 
pela positividade desta hemoglobina no teste de 
solubilidade, o que nao ocorre com a hemoglobi¬ 
na C, que e soluvel. 73 A Figura 7.23 ilustra a se¬ 
quencia de testes que confirmam a presen^a da 
hemoglobina C. 

Hemoglobinopatia D 

A hemoglobina D tern mobilidade eletroforetica 
identica a da HbS em pH alcalino. Ela pode ser 
distinguida da HbS por sua solubilidade normal 
ou por uma migrato eletroforetica em pH acido 
junto a hemoglobina A. A hemoglobina D-Punjab 
(tambem conhecida como HbD-Los Angeles) e a 
mais comum das variantes da hemoglobina D. Pa¬ 
cientes homozigotos para a HbD (HbDD) apre- 
sentam anemia hemolitica leve. A eletroforese de 
hemoglobina apresenta 95% de hemoglobina D e 
quantidades normais de hemoglobina fetal e A 2 . 
O estado heterozigoto nao esta relacionado a ne- 
nhuma anormalidade clinica, hematologica ou fi- 
siologica. 51 Seu diagnostico tern como importan- 
cia maior o aeons elhamento genetico para evitar 
cruzamentos com portadores assintomaticos de 
outras hemoglobinopatias. 73 A Figura 7.24 exem- 
plifica a confirma^ao da presen^a da hemoglobina 
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Eletroforese pH alcalino 
AA AA AC 

Eletroforese pH acido 



Paciente AC 
teste negativo 


FIGURA 7.23 A confirmagao da presenga da hemoglobina C inicia pela eletroforese em pH alcalino e 
confirmagao em pH acido. 


Eletroforese pH alcalino 
AS/AD AS/AD AS/AD AA 


A 

F 

S/D 




C/A2 


Teste de Solubilidade HbS 
1 2 



1 - Paciente HbD = Negativo 

2 - Controle Positivo 


FIGURA 7.24 A confirmagao da presenga da hemoglobina D pode ser realizada pela eletroforese em pH 
alcalino com migra^ao na posi^ao da HbS. 0 teste de solubilidade para HbS e negativo pela caracterfstica soluvel 
da hemoglobina D. 


D por meio da eletroforese alcalina e do teste de 
solubilidade para HbS. 

Hemoglobinopatia E 

A hemoglobina E e comum no sudeste asiatico, 
sendo a segunda hemoglobina variante mais preva- 
lente no mundo. 51 A altera^ao responsavel pela for- 
ma^ao dessa hemoglobina variante e a troca do 
acido glutamico pela lisina na posi^ao 26 da ca- 
deia p. 73 Ao contrario de outras hemoglobinas va- 
riantes, as sindromes da HbE sao caracterizadas 


pela microcitose e hipocromia, presen^a de codoci- 
tos e celulas irregularmente contraidas. 6 O eritro- 
grama e semelhante ao quadro apresentado na 
p-talassemia menor. O tra^o para hemoglobina E 
(portador AE) e totalmente assintomatico, e seu 
diagnostico e importante para fins de aconselha- 
mento genetico. Tern migra^ao eletroforetica em 
pH alcalino semelhante a hemoglobina C, sendo 
diferenciado pela eletroforese em pH acido, em que 
a hemoglobina E migra junto a hemoglobina A. 
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Metodos iaboratoriais para o diagnostics 
das hemoglobinopatias e talassemias 

As hemoglobinopatias e as talassemias sao doen- 
£as geneticas comuns e que sao reconhecidamente 
um problema de saude publica. Portanto, pacien- 
tes com suspeita de serem portadores de alguma 
dessas altera^oes geneticas precisam ser analisa- 
dos com criterio por meio de varios testes labora- 
toriais para a definigao do seu diagnostico. Para- 
metros como VCM e RDW alterados, alteragoes 
morfologicas especificas como hipocromia, pon- 
teado basofilo, eritroblastos, codocitos e drepano- 
citos devem servir de “alerta” para a pesquisa da 
causa de sua presenga quando evidenciados no 
eritrograma. Entre os metodos que sao utilizados 
no diagnostico das hemoglobinopatias e das talas¬ 
semias, podem-se destacar: 

Eletroforese de hemoglobina em pH alcali- 
no e em pH acido; 

2 Quantificagao da fragao A 2 ; 

Pesquisa de hemoglobina S (teste de falci- 
zagao e teste de solubilidade); 
Determinagao da concentragao de hemo¬ 
globina fetal; 

Determinagao da concentragao da meta- 
-hemoglobina; 

Teste de precipitagao pelo isopropanol para 
hemoglobinas instaveis; e 
Pesquisa de corpos de Heinz e precipitados 
de hemoglobina H. 

Alem desses testes, atualmente metodos total- 
mente automatizados, como os que utilizam a 
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) e 
a focalizagao isoeletrica (FI), tern melhorado o de- 
sempenho para o diagnostico dessas anormalida- 


des relacionadas a hemoglobina. A focalizagao 
isoeletrica tern bom desempenho na separagao da 
hemoglobina fetal (HbF) da hemoglobina A 
(HbA), e na identificagao de hemoglobinas va- 
riantes, como A, S, D-Punjab e O-arabico. Porem, 
essa tecnica tern limitagoes na quantificagao da 
hemoglobina A 2 . A HPLC pode ser usada para a 
quantificagao da hemoglobina S, A 2 e F e para a 
detecgao e quantificagao da maioria das hemoglo¬ 
binas variantes. Pela precisao na quantificagao da 
fragao, A 2 e o metodo de escolha para o diagnosti¬ 
co da fLtalassemia menor. Em comparagao com a 
eletroforese em pH alcalino que utiliza fitas de 
acetato de celulose, o HPLC apresenta as seguintes 
vantagens: 

1 Por ser automatizado, permite a realizagao 
da varias amostras em menor periodo de 
tempo; 

Pequeno volume necessario para a realiza¬ 
gao do teste; 

Quantificagao das hemoglobinas normais 
e variantes com maior precisao e confiabi- 
lidade. 

Mesmo assim, algumas hemoglobinas podem 
ser eluidas conjuntamente, e a interpretagao des¬ 
sas situagoes requer profissionais com ampla ex¬ 
perience e treinamento no uso do equipamento. 
A Figura 7.25 ilustra como as principals hemo¬ 
globinas sao separadas por HPLC. 

Eletroforese de hemoglobina 

A eletroforese de hemoglobina e um teste antigo, 
muito util na rotina lab or at or ial, porem e cada vez 
menos realizado pelos laboratories, que em sua 
maioria optam por tercerizar o teste em laborato- 


Q- 

< 

_Q 



FIGURA 7.25 Padrao de separagao de algumas hemoglobinas por HPLC 
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rios de apoio. A op^ao de ter um sistema simples 
para realizar eletroforese alcalina de hemoglobina 
e ferramenta decisiva para esclarecer duvidas em 
rela^ao a altera^oes de parametros hematimetri- 
cos ou alguma altera^ao morfologica. Um exem- 
plo disto seria a visualiza^ao de codocitos em 
abundancia na extensao sanguinea; uma corrida 
eletroforetica de 20 a 30 minutos poderia esclare¬ 
cer o motivo desta altera^ao. 

Tecnicamente, a eletroforese pode ser consi- 
derada um teste de facil realiza^ao. Para a detec- 
tao das hemoglobinopatias, a eletroforese em pH 
alcalino e o procedimento de escolha, seguido da 
eletroforese em pH acido, que e metodologia com- 
plementar para a defini^ao de algumas hemoglo- 
binas anormais. O material Iaboratorial necessa- 
rio para um sistema de eletroforese necessita de 
uma fonte de energia, uma Cuba eletroforetica e 
fitas de acetato de celulose (Figura 7.26). 



FIGURA 7.26 Material necessario para um 
sistema basico de eletroforese. 


Existem sistemas semiautomatizados e intei- 
ramente automatizados no mercado, que sao mais 
complexos e dispendiosos, mas o principio da ele¬ 
troforese permanece o mesmo. As proteinas, 
como a hemoglobina, sao compostas por grupos 
de carater acido (COOH) e basicos (NH 3 +) e sua 
carga depende do pH da solu^ao tampao em que 
essa proteina esta dissolvida, podendo ter carga 
negativa em tampoes alcalino s, quando os grupa- 
mentos NH 3 + estao neutralizados, com predomi- 
nio dos grupos COOH; ou ao contrario, em tam¬ 
poes acidos, em que os grupamentos COOH estao 
neutralizados, carrega-se a proteina de carga posi- 
tiva pelo excesso de NH 3 +. 

Eletroforese em acetato 
de celulose em pH alcalino 

Em pH alcalino, a hemoglobina e uma proteina 
carregada negativamente, migrando em dire^ao ao 


polo positivo. Esse metodo identifica as hemoglobi- 
nas normals e grande parte das hemoglobinas va- 
riantes. As diferentes mobilidades verificadas entre 
as diversas hemoglobinas com defeitos estruturais 
devem-se as altera^oes de cargas eletricas, causadas 
por substitutes de aminoacidos de diferentes 
pontos isoeletricos (pi). As hemoglobinas variantes 
oriundas de muta^oes que nao alteram o ponto iso- 
eletrico da proteina geralmente apresentam mobili- 
dade eletroforetica semelhante a da hemoglobina 
A, que sao classificadas como hemoglobinas insta- 
veis. A eletroforese permite a identifica^:ao das he¬ 
moglobinas A, F, S/G/D, C/E/O Arabe, H e um nu- 
mero de variantes de hemoglobinas menos comuns. 
A diferencia^ao entre hemoglobinas que migram 
em posi^oes semelhantes na eletroforese alcalina 
pode ser obtida usando a eletroforese em pH acido, 
por HPLC e pela focaliza^ao isoeletrica. 

A Figura 7.27 ilustra o comportamento das 
principals hemoglobinas normais e anormais en- 
contradas na rotina Iaboratorial. Entre as hemoglo¬ 
binopatias mais comuns no Brasil, destacam-se as 
hemoglobinas S e C. Como ja comentado anterior- 
mente, o padrao eletroforetico de um individuo 
normal adulto e apresentar entre 95 a 97% de he¬ 
moglobina A, abaixo de 3,5% de hemoglobina A 2 e 
concentra^ao de hemoglobina fetal menor que 1%. 


ELETROFORESE DE HEMOGLOBINA 
PH ALCALINO 

+ A F S C/A 2 - 


■ 

m □ 


Padrao eletroforetico normal 

■ 

Hemoglobina AA - normal 

■ 

■ Pcrtador AS 

■ Hemogloblnopatia SS 

■ 


Pcrtador AC 



Hemoglobinopatia CC 

■ 


Hemoglobinopatia SC 

■ Hemoglobina fetal 


FIGURA 7.27 Padrao eletroforetico comparativo 
das principals hemoglobinas em pH alcalino. 


O metodo tradicional utilizando fitas de ace¬ 
tato de celulose possui algumas limita<;6es, como 
a dificuldade da separa^ao de algumas hemoglobi¬ 
nas que migram em posi^oes proximas. Exemplos 
disto sao a hemoglobina A e hemoglobina fetal. 
Nestes casos, a concentrator) de hemoglobina fetal 
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deve ser realizada por outro metodo. A Figura 
7.28 ilustra uma corrida eletroforetica, demons- 
trando a separa^ao entre as hemoglobinas A e S. 



FIG U RA 7.28 Padrao eletroforetico de urn 
indivlduo portador de hemoglobina S (AS) 

(a esquerda) e de um indivlduo normal (AA). 


Alguns sistemas semiautomatizados de eletro- 
forese tendem a ter melhor diferencia^ao na iden- 
tifica^ao da maioria das hemoglobinas. Um exem- 
plo disto sao os sistemas compactos Hidrasys® e 
Hidrasys 2® fabricados pela Sebia. A utiliza^ao de 
um gel de agarose possibilita boa separa^ao entre 
a maioria das hemoglobinas. A concentra^ao das 
hemoglobinas e determinada por densitometria. 
As Figuras 7.29 a 7.32 ilustram corridas eletrofo- 
reticas realizadas no sistema Hidrasys. 

Eletroforese em acetato de celulose em pH acido 

O emprego da eletroforese em pH 6,2 e espedfico 
para diferenciar alguns tipos de hemoglobinas 
mais lentas que a hemoglobina A, quais sejam: 
hemoglobina S da hemoglobina D e hemoglobina 



FIGURA 7.29 Corrida eletroforetica em gel de 
agarose (pH alcalino) no sistema Hidrasys. 


Nota: Corrida eletroforetica 1, presenga de hemoglobina S e C 
(hemoglobinopatia SC); corrida 5 = aumento de hemoglobina fetal; 
corridas 10 a 12 = presenga de hemoglobina Ae S (portador AS). 


Polo positive (+) 



C/A 2 


1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 It 12 13 14 15 

Polo negativo (-) 


FIGURA 7.30 Corrida eletroforetica em gel de 
agarose (pH alcalino) no sistema Hidrasys. 


Nota: Corrida eletroforetica 2 - presenga de hemoglobina S com 
aumento de hemoglobina fetal (hemoglobinopatia SS); corridas 
3 a 9 = normal (AA); corridas 10 a 13 = present de hemoglobina 
A e S (portador AS). 


Polo positivo (+) 



C/Aj ** 


1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

Polo negativo (-) 


FIGURA 7.31 Corrida eletroforetica em gel de 
agarose (pH alcalino) no sistema Hidrasys. 


Nota: Corrida eletroforetica 2 - presenga de hemoglobina A e S 
(portador AS); corrida 4 = aumento de hemoglobina fetal; corrida 
7 = presenga de hemoglobina A e C (portador AC); corridas 8 a 14 = 
presenga de hemoglobina A e S (portador AS). 


Polo positivo (+) 



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

Polo negative (-) 


FIGURA 7.32 Corrida eletroforetica em gel de 
agarose (pH alcalino) no sistema Hidrasys. 


Nota: Corrida eletroforetica 1 = normal; corrida 2 = presenga de 
hemoglobina A e S (portador AS); corrida 3 = normal; corrida 
4 = aumento de hemoglobina fetal; corridas 5 e 6 = Normal; corri¬ 
da 7 — presenga de hemoglobina A e C (portador AC); corrida 
8 = presenga de hemoglobina A e S (portador AS); corrida 9 = pre¬ 
senga de hemoglobina S e C (hemoglobinopatia SC); corridas 10 a 
12 = normal e corrida 13 = aumento de hemoglobina fetal. 
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C da hemoglobina E, que migram em pos^oes se- 
melhantes na eletroforese em pH alcalino. Por 
essa tecnica, as hemoglobinas S e C separam-se da 
hemoglobina A, enquanto as hemoglobinas D e E 
migram na mesma posi^ao da hemoglobina A. A 
Figura 7.33 demonstra as posi^oes das principais 
hemoglobinas em gel de agarose pelo sistema for- 
necido pelos sistemas Hidrasys em pH acido. 


Polo positive (+) 

1 2 3 4 5 6 Comrole 



Polo negativo {-) 


FIGURA 7.33 Corrida eletroforetica das principais 
hemoglobinas em gel de agarose em pH acido. 


Nota: Corrida eletroforetica 1 = presenga de hemoglobina A e S 
(portador AS); corrida 2 = present de hemoglobina S com airmen- 
to de hemoglobina fetal (hemoglobinopatia SS); corrida 3 = pre¬ 
sent de hemoglobina S com aumento de hemoglobina fetal (he¬ 
moglobinopatia SS) de paciente que sofreu transfusao sangumea 
(presenga de hemoglobina A); 4 = presenga de hemoglobina A e S 
(portador AS); corrida 5 = presenga de hemoglobina S com aumen¬ 
to de hemoglobina fetal (hemoglobinopatia SS); corrida 6 - pre¬ 
senga de hemoglobina A e C (portador AC). 

A Tabela 7.5 demonstra a interpreta^ao de al- 
gumas hemoglobinopatias a partir do perfil ele- 


troforetico em pH alcalino e acido, alem do teste 
de solubilidade para a hemoglobina S. 

Pesquisa de hemoglobina S (testes 
de solubilidade e falcizagao) 

A hemoglobina S (HbS) e uma hemoglobina va- 
riante, decorrente da mutai^ao pontual na posi^ao 
6 do gene da cadeia (3, com consequente alterat^ao 
nas propriedades fisico-quimicas da molecula. A 
troca de aminoacidos que resulta na HbS modifi- 
ca a estrutura da molecula, pois o acido glutamico 
na posi^ao 6 da globina J3 auxilia no afastamento 
das moleculas desoxigenadas das hemoglobinas. 
A entrada da valina nessa posi^ao favorece a poli- 
meriza^ao sob condi^oes de baixo teor de oxige- 
nio, diminuindo sua solubilidade. 74 

No teste de solubilidade, a HbS e dissolvida 
em solu^ao de alta molar idade, o que predispoe a 
sua desoxigena^ao e forma*; ao de polimeros inso- 
luveis. A insolubilidade pode ser observada pela 
reten^ao da solu^ao em papel de filtro ou na sua 
turva^ao na solu^ao (Figuras 7.34 e 7.35). 

Ao contrario da hemoglobina S, as hemoglobi¬ 
nas normais (HbA e HbA 2 ) e as variantes comuns, 
como HbC, HbD, HbE, HbN e HbJ, sao soluveis. E 
um teste exclusivamente utilizado apenas para de- 
tectar a presenga de HbS. 75 O teste pode detectar 
concentrates de hemoglobina S abaixo de 20%, o 
que e suficiente para determinar a maioria dos ca- 
sos de portadores do tra^o falciforme (portador 
AS). Quando positivo, o teste deve ser confirmado 
com outro teste confirmatorio, como a HPLC, FI e a 
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1 2 3 4 5 


FiGURA 7.34 Reten^o da hen noglobina S em 
pa pel de fiitro. A positividade para a presents da 
hemoglobina S e vista nas colunas 2a, 3a, 4a, 3 b e 4b 


CONTROtf CONIROLE IfWTE 

NEGATIVE POStll VO POSI11VO 



FIGURA 7.35 Interpretagao do teste de 
solubilidade em tubo. A turvagao do meio indica 
a positividade. 


eletroforese em pH alcalino. O teste e indicado para 
ser realizado apenas apos os seis meses de vida. 76 

Em estudo comparative dos resultados obti- 
dos pelo uso de eletroforese de hemoglobina em 
acetato de celulose, teste de solubilidade e teste de 
falciza^ao, Hicks e colaboradores 77 relataram as 
diferentes sensibilidades e especificidades de cada 
metodo citado. Os resultados indicaram uma sen- 
sibilidade de 97% com uma especificidade de 
99,9% para o teste de falciza^ao; 98,9% e 100% 
para o teste de solubilidade. A eletroforese apre- 
sentou sensibilidade e especificidade de 100% no 
referido estudo. Os autores tambem apresentam 
dados referentes ao percentual de falsos-positivos 
e falsos-negativos de cada tecnica. Para o teste de 
falciza^ao, teste de solubilidade e eletroforese, os 
percentuais de falsos-negativos foram 3%, 1% e 
0% respectivamente. Ja os percentuais de falsos- 
-positivos foram 0,07% para o teste de falciza^ao e 
0% para os demais testes. O teste de solubilidade 
foi avaliado por Surve e colaboradores 78 como tes¬ 
te de triagem para a doen^a falciforme. A sensibi- 


lidade da tecnica encontrada foi de 93,8%, e espe¬ 
cificidade de 100%, com valor preditivo positive 
de 100% e valor preditivo negativo de 96,7%, de- 
monstrando ser um teste confiavel para a detec- 
9 ao dos estados homozigotos e heterozigotos da 
doen^a falciforme. 

Entre as causas de falsos-positivos, podem-se 
destacar as hemoglobinas instaveis em pacientes 
esplenoctomizados e o mieloma multiplo, enquan- 
to casos falsos-negativos podem ser observados em 
pacientes com a anemia intensa, pelo pequeno vo¬ 
lume de sangue, e em individuos portadores AS 
que tambem sao portadores de talassemia a. 73 

O teste de falciza^o utiliza uma substancia 
redutora, o metabissulfito, para a desoxigenai^ao 
do eritrocito, que, contendo a HbS, adquire o for- 
mato de foice. E um teste de custo muito baixo e 
com alta sensibilidade e especificidade, porem de- 
pende integralmente de uma pratica cuidadosa 
para a confec^ao da lamina a ser analisada e de 
experiencia do observador para emitir o resulta- 
do. Alem disto, ao contrario do teste de solubili¬ 
dade, o resultado nao e imediato, sendo necessa- 
rio o aguardo de no minimo uma hora. 79 A Tabela 
7.6 compara alguns aspectos tecnicos entre o teste 
de solubilidade para a HbS e o teste de falciza^ao. 



Experiencia 
do analisador 

Resultado 

Execu^ao da 
tecnica 



TESTE DE TESTE DE 

SOLUBILIDADE FALCIZAQAO 


Nao e necessaria 

Imediato 


E necessaria e 
imprescindivel 

Em ate 24 horas 


■ Facil, nao requer 
experiencia 

■ Possibilidadede 
execu^ao de varies 
testes ao mesmo tempo 




■ Necessita de 
cautela e pratica. 

■ E necessario 
que cada teste 
seja realizado 
separadamente 


Quantificagao da fragao A 2 

A metodologia mais precisa e confiavel para a do- 
sagem da fra^ao A 2 e a cromatografia liquida de 
alta eficiencia (HPLC), ja que a focaliza^ao isoele- 
trica (FI) nao apresenta bom desempenho. A ele¬ 
troforese com elui 9 ao e aceitavel em laboratorios 
que realizam a tecnica regularmente, devido a 
complexidade tecnica para a sua realiza^ao. Indi¬ 
ces hematimetricos tipicos com frat^ao A 2 aumen- 
tada dosada por elui^ao e metodologia confiavel 
para o diagnostico de [$-talassemia. 76 
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Determinant) da concentragao 
de hemoglobina fetal 

A hemoglobina fetal eleva-se na anemia falcifor- 
me, nas talassemias maior e intermediary, na 
persistency hereditaria de hemoglobina fetal 
(PHHF) e nas talassemias 6(3. Pode ser estimada 
laboratorialmente por varios metodos, mas os 
mais utilizados sao a cromatografia liquida de alta 
eficiencia (HPLC) e a desnaturagao alcalina. A 
HPLC pode subestimar a quantidade de hemoglo¬ 
bina fetal na presenga de hemoglobinas instaveis, 
alem de sofrer influencia na sua eluigao com a he¬ 
moglobina glicada (HbAlc). 

Com custo menor, o teste de desnaturagao al¬ 
calina para a determinate da hemoglobina fetal e 
metodologia utilizada na rotina laboratorial ha 
muitos anos. Em concentragoes abaixo de 15%, 
essa tecnica apresenta boa confiabilidade, porem 
concentragoes elevadas podem ser subestimadas 
por essa tecnica. 76 Baseando-se na desnaturagao 
alcalina, dois metodos sao propostos: o metodo de 
Singer, para altas concentragoes de HbF, e o meto¬ 
do de Betke, para baixas concentrates de HbF. 
Aproximadamente metade dos individuos porta- 
dores de [3-talassemia menor apresenta concentra¬ 
goes de HbF entre 2 a 5%; nos casos de (3-talssemia 
maior, os nlveis podem variar entre 20 a 90%. Em 
pacientes sem nenhuma alteragao hematologica 
evidente, concentragoes de HbF acima de 10% sao 
sugestivas de persistency hereditaria de hemoglo¬ 
bina fetal (PHHF). 75 

Determinate) da concentragao 
de meta-hemoglobina 

A avaliagao da meta-hemoglobina e um impor- 
tante marcador biologico de processos oxidativos, 
porem sua determinagao e pouco solicitada na ro¬ 
tina laboratorial. Este fato pode ser explicado pelo 
desconhecimento do quadro hematologico de 
meta-hemoglobinemia como, tambem, por fatores 
tecnicos. 80 A tecnica proposta por Evelyn & Ma- 
loy, em 1938, 81 utiliza compostos quimicos alta- 
mente toxicos, o que desencoraja sua utilizagao. 
Os metodos enzimaticos possuem um custo eleva- 
do, o que dificulta a realizagao da dosagem na ro¬ 
tina laboratorial. 

Com a publicagao, por Naoum, 80 de um teste 
quantitativo de meta-hemoglobina por meio da 
absorgao espectrofotometrica e sem a utilizagao 
de compostos toxicos, abriu-se uma nova perspec- 
tiva para o diagnostico da meta-hemoglobinemia. 
Neste trabalho, for am estabelecidos os valores de 


referenda para uma populagao normal adulta, 
que variou de 1,9 a 3,8%. A tecnica proposta para 
a dosagem de meta-hemoglobina, em valores per- 
centuais, fundamenta-se na avaliagao da solugao 
previamente estabilizada em tampao fosfato 60 
mol/L, em dois comprimentos de onda especificos 
para meta-hemoglobina (630 nm) e oxi-hemoglo- 
bina (540 nm), apos hemolise com saponina a 1%. 
Rechetzki e colaboradores 82 utilizando a tecnica 
proposta por Naoum, encontraram eleva 9 ao dos 
valores de meta-hemoglobina em crian 9 as, quan- 
do comparados a concentra 9 ao de meta-hemoglo¬ 
bina em adultos (3,41 a 6,44%). 

Pesquisa de corpos de Heinz e 
precipitados de hemoglobina H 

Os corpos de Heinz sao particulas de polipeptide- 
os oriundos da desnatura 9 ao de hemoglobinas 
que se fixam a membrana dos eritrocitos. Em por- 
tadores de hemoglobinas instaveis e em individu¬ 
os esplenectomizados, esses corpusculos sao ge- 
ralmente grandes e grosseiros, o que os diferencia 
dos reticulocitos. Os agregados de hemoglobina H 
sao tetrameros de cadeias |3 ((34) presentes em pa¬ 
cientes com a-talassemia. A pesquisa utiliza co- 
rantes supravitais, como o azul de cresil brilhante 
ou violeta de metila, que sao incubados com o 
sangue por 30 minutos a 37°C. 

Teste de precipitagao pelo isopropanol 
para hemoglobinas instaveis 

A estabilidade da hemoglobina ocorre pela intera- 
9 ao entre o grupamento heme e as cadeias globini- 
cas. Quando submetidas ao calor ou dissolvidas 
em tampao apropriado, as hemoglobinas instaveis 
podem ser detectadas. A hemoglobina normal 
mantem limpido um tampao com isopropanol 
durante 30 a 40 minutos, enquanto hemoglobinas 
instaveis precipitam em aproximadamente 10 a 20 
minutos. Esse teste e especifico para a detec 9 ao de 
hemoglobinas instaveis. 

:: ANEMIAS MICROCfTICAS E 
HIPOCRdMICAS - HEMOCROMATOSE 
E PORFIRIAS 

A hemocromatose e as porfirias foram incluidas 
na sequencia das anemias microdticas e hipocro- 
micas porque a primeira tern como defeito basico 
um aumento na absor 9 ao do ferro, e a segunda 
esta relacionada com a sintese do heme, mas o de¬ 
feito esta no acumulo de metabolitos da via do 
heme por defeito das enzimas que participam des- 
sa via metabolica. 
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Hemocromatose 

A sobrecarga de ferro pode ocorrer em individuos 
submetidos a repetidas transfusoes sanguineas, 33 
e um exemplo desta situaijao sao os talassemicos 
(talassemia maior) que sao dependentes de trans- 
fusao. Os eritrocitos transfundidos, quando se 
tornarem senescentes, serao retirados da circula- 
£ao. Apos a hemolise, a hemoglobina e degradada, 
e todos os seus componentes sao reaproveitados 
ou excretados, com exce^ao do ferro, pois o orga- 
nismo humano nao possui uma via excretora de 
ferro. 4 Outra causa de sobrecarga de ferro e absor- 
9 ao excessiva a partir da dieta, quadro que carac- 
teriza a hemocromatose, 33 uma doen^a genetica 
de heran^a autossomica recessiva que, pelo acu- 
mulo de ferro, causa danos irreversiveis em orgaos 
como figado, pancreas, cora^ao e hipofise. 5 A so¬ 
brecarga de ferro tambem pode ocorrer em dietas 
em que a oferta de ferro e grande, e a absor^ao e 
aumentada. 33 

A causa da hemocromatose sao muta^oes no 
gene HFE , que esta localizado proximo a regiao 
dos genes HLA. 33 O gene HFE e composto por sete 
exons que transcrevem um RNA mensageiro de 
4,2 Kb e que se traduz em uma proteina com 343 
aminoacidos. 33 A proteina HFE expressa-se na 
por 9 ao apical do enterocito (duodeno) e nas celu- 
las do sistema mononuclear fagocitario. 7 Em um 
individuo normal, com estoques de ferro adequa- 
dos, a proteina HFE liga-se a (3 2 microglobulina. 
Deste modo, a afinidade da transferrina aos seus 
receptores diminui, o que resulta na redu^ao da 
absor^ao do ferro. 33 Na deficiencia de ferro, a sin- 
tese da proteina HFE esta diminuida, assim como 
a liga 9 ao a |$ 2 microglobulina; a afinidade da 
transferrina aos seus receptores aumenta, e, com 
isto, aumenta a absor^ao do ferro. Estao descritas 
mais de 30 muta^oes no gene HFE. A muta^ao 
mais comum em individuos com hemocromatose 
e a troca de um nucleotideo na posi^ao 845, troca 
de guanina por adenina: 845G-»A no exon 4, o que 
acarreta a troca da cisteina por tirosina na posi^ao 
282 da proteina. Esta muta^ao e chamada de Cys- 
teine282Tyrosine ou Cys282Tyr ou C282Y. 8 A se- 
gunda muta^ao mais comum e a troca de um nu¬ 
cleotideo na posi^ao 187, na qual ocorre a troca de 
uma citosina por guanina (187C->G) no exon 2. 
Na proteina, ocorre a troca da histidina por aspar- 
tato na posi^ao 63, e a muta^ao e chamada de 
H63D. 68 Algumas das muta^oes descritas estao 
associadas com alta sobrecarga de ferro, como 
C282Y, R330M, IVS3(+1)G^T, E168X, C282S e 


R74X; 8 outra s tern um efeito discreto ou modera- 
do na sobrecarga de ferro, como H63D, S65C, 
G93R, I105T e E168Q. 33 Algumas muta^oes iden- 
tificadas nao estao correlacionadas com sobrecar¬ 
ga de ferro, como V53M, V59M, Q127H e E277K. 33 
As muta^oes que causam o quadro clinico de he¬ 
mocromatose fazem com que haja perda do meca- 
nismo regulatorio de absort^ao do ferro, que passa 
a ser absorvido em quantidades aumentadas. A 
absor^ao aumentada durante muito tempo deter- 
mina que os estoques de ferro fiquem plenos, e o 
ferro come 9 a a aparecer na circula 9 ao na forma 
livre com consequente deposito em orgaos como 
figado, pancreas, cora 9 ao, ba 90 e hipofise. 5 A le- 
sao celular causada pelo ferro deve-se ao fato de 
ele catalisar a conversao do peroxido de hidroge- 
nio e anion superoxido em radicais livres, como o 
radical hidroxil. Este radical (hidroxil) tern uma 
a 9 §.o lesiva direta sobre o DNA, acido hialuronico, 
e faz a peroxida 9 ao dos lipideos de membrana e 
lisossomos, levando a lise celular. 4 

Existem cinco subtipos de hemocromatose 
descritos. A hemocromatose do tipo 1, ou hemo¬ 
cromatose hereditaria, e causada por muta 9 ao no 
gene HFE cco subtipo mais comum em termos de 
prevalencia e sintomas clinicos. 4 A hemocromato¬ 
se subtipo 2, ou juvenil, e rara e de hera^a autos¬ 
somica recessiva e apresenta um aumento pro¬ 
gressive de ferro na segunda e terceira decadas de 
vida. 4 A hemocromatose subtipo 3, tambem de 
heran 9 a autossomica recessiva, foi descrita no sul 
da Italia. 4 As muta 9 des no gene HFE sao mais co- 
muns em popula 9 oes caucasoides, nas quais uma 
a cada 10 pessoas sao heterozigotas e de 0,3 a 0,5% 
sao homozigotas para a muta 9 ao. 4 A prevalencia 
mundial da hemocromatose hereditaria na faixa 
etaria entre 18 a 70 anos esta entre 1,5 a 3 indivi¬ 
duos para cada 1.000 4 A homozigose para a muta- 
9 ao C282Y esta presente em 60 a 100% dos pacien- 
tes caucasoides clinicamente diagnosticados com 
hemocromatose hereditaria. 4 A muta 9 ao H63D e 
mais comum, mas so ocorre o acumulo progressi¬ 
ve de ferro quando ela esta em heterozigose com a 
muta 9 ao C282Y (C282Y/H63D), o que explica a 
baixa incidencia de relatos de acumulo progressi¬ 
ve de ferro somente com a muta 9 ao H63D. 4 A do- 
en 9 a ocorre na razao de 3:1 entre homens e mu- 
Iheres que, devido a perda fisiologica de ferro 
durante a menstrua 9 ao, gesta 9 ao e lacta 9 ao, apre- 
sentam manifesta 9 des mais sutis e tardias. 4 Geral- 
mente, a doen 9 a se manifesta apos os 40 anos em 
homens e apos os 50 anos em mulheres; dificil- 
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mente os sintomas clinicos se manifestam antes 
dos 20 anos. 4 

Os principals sintomas clinicos incluem hepa- 
tomegalia, pigmenta^ao da pele (particularmente 
nas areas expostas ao sol), diabetes melito e dis- 
funto cardiaca. 4 A triade classica de cirrose, dia¬ 
betes melito e pigmenta^ao cutanea ocorre mais 
tardiamente e quando o conteudo de ferro corpo¬ 
ral esta em tor no de 20 gramas, cinco vezes acima 
do normal 4 O figado geralmente e o primeiro or¬ 
gan a ser afetado com hepatomegalia, presente em 
mais de 95% dos pacientes sintomaticos. 4 

O hemograma nao e elucidativo na hemocro- 
matose; o diagnostico laboratorial deve ser feito 
pela dosagem do ferro serico, capacidade de trans- 
porte, indice de satura^ao e dosagem da ferritina. 
O ferro serico esta elevado, a capacidade de trans- 
porte esta diminuida, e o indice de saturato esta 
aumentado. O indice de saturato da transferrina 
constitui-se no teste mais sensivel para a maioria 
das formas de hemocromatose; um indice de satu¬ 
rate* persistentemente elevado e maior que 60% 
para homens e 50% para mulheres e indicativo de 
hemocromatose. 4 A dosagem da ferritina deve ser 
inter pretada com cuidado porque se encontra ele- 
vada em outras situates, como em lesoes tissula- 
res (traumas, queimaduras) e em doen^as neopla- 
sicas (neuroblastoma, tumores de celulas 
germinativas, histiocitoses malignas). 4 Aumento 
nos niveis plasmaticos de ferritina acima de 300 
pg/L para homens e 200 pg/L para mulheres e in¬ 
dicativo de acumulo progressive de ferro 4 Deter¬ 
minates combinadas da porcentagem de satura¬ 
te do ferro e a dosagem da ferritina se constituem 
em uma prova de triagem para a hemocromatose. 
Se qualquer um dos testes estiver anormal, pode- 
-se fazer uma biopsia hepatica para avaliar o esto- 
que de ferro e estimar a quantidade total de ferro. 4 
Em pacientes que apresentam sintomas clinicos 
ou exames laboratoriais indicatives de acumulo 
de ferro, deve ser feita a pesquisa das duas princi¬ 
pals mutates para o gene HFE (C282Y e H63D) 
por biologia molecular. 4 Apos a localiza^ao do 
probando, a familia deve ser pesquisada sobre o 
acumulo de ferro e a present a das duas principals 
mutates do gene HFE. 

Porfirias 

As porfirias sao doen^as metabolicas hereditarias 
que consistem na deficiencia das enzimas que par¬ 
ticipant da via metabolica da sintese do heme. A 
consequencia dessa deficiencia e o acumulo de me¬ 


tabolites intermediaries (porfirinogenio, porfirina 
e seus precursores, como o acido-5-S-aminolevu- 
linico e o porfobilinogenio), os quais, em excesso, 
acumulam-se nos tecidos, ocasionando sintomas 
neurologicos e/ou fotosensibilidade cutanea. 57 A 
Figura 7.36 mostra a classificaipao das porfirias. 



As porfirias agudas sao representadas pelas se- 
guintes patologias: porfiria por deficiencia da ALA 
desidratase, porfiria intermitente aguda (AIP), co- 
proporfiria hereditaria (HCP) e porfiria variegata 
(VP). As cronicas sao representadas pela porfiria 
cutanea tarda (PCT). A porfiria hepatoeritropoie- 
tica (HEP) e uma forma inter me diaria de expres- 
sao do defeito hepatico e hematologico. 35 Oito en¬ 
zimas estao envolvidas na biossintese do heme, a 
ALA sintetase, a ALA desidratase, a profobilinoge- 
nio desaminase, a uroporfirinogenio III sintetase, 
a uroporfirinogenio III descarboxilase, a copro- 
porfirinogenio III oxidase, a protoporfirinogenio 
III oxidase e a ferroquelatase. Com exceto da pri- 
meira enzima (ALA sintetase), to das as demais es¬ 
tao associadas com um defeito enzimatico. 57 

A porfiria eritropoietica congenita (CEP) 
ocorre por deficiencia da enzima uroporfirinoge¬ 
nio III sintetase, causando um acumulo do hidro- 
ximetilbilano, tambem chamado de porfirina do 
tipo I. Os sintomas manifestam-se na infancia. Ja 
foram descritos 18 tipos de mutates no gene da 
uroporfirinogenio III sintetase, as quais incluem 
deletes, inser^oes, rearranjos, anormalidades no 
splicing e mutates missense e nonsense. 57 E uma 
doen^a de heran^a autossomica recessiva cujo 
principal orgao de manifestato e a medula os sea, 
A maioria dos eritroblastos mostra fluorescencia, 
principalmente no nucleo; as porfirinas acumula- 
das na medula ossea espalham-se pelo organismo 
e sao a causa dos sintomas clinicos. A hemolise 
eritrocitaria e consequencia da fotolise quando os 
eritrocitos sao expostos a luz nos capilares da der- 
me. A principal caracteristica clinica e a fotossen- 
sibilidade pronunciada, quando o paciente e 
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exposto a luz solar, que e acompanhada de hiper- 
tricose, alopecia e eritrodontia. O aumento no 
crescimento de pelos, inclusive na face (hipertri- 
cose), a tonalidade avermelhada dos dentes e os 
caninos afiados conferem a esses pacientes a apa- 
rencia de vampiros e lobisomens . 31 A anemia he- 
molftica e acompanhada de esplenomegalia e 
apresenta policromatofilia, pecilocitose, anisoci- 
tose e presen^a de ponteados basofilos . 57 

A protop or firia eritropoietica (EPP) e a defici¬ 
encia da enzima ferroquelatase, o que provoca um 
acumulo de protoporfirina IX nos eritrocitos, no 
plasma e nas fezes. O principal sitio de expressao 
da doen^a e a medula ossea, e a heran^a e autosso- 
mica dominante. A doen^a e caracteristica da in- 
fancia e tern como principal sinal clinico a fotos- 
sensibilidade cutanea. E a forma mais comum de 
porfiria eritropoietica . 83 As muta^oes descritas no 
gene da ferroquelatase incluem muta^oes missense, 
de splicing, deletes intragenicas e provavelmente 
muta^oes nonsense, sendo que as mais comuns sao 
as muta^oes de splicing. 10 Concentra^oes elevadas 
de protoporfirina nos eritrocitos, no plasma e nas 
fezes sao caracteristicos de EPP e pode estar pre¬ 
sente uma anemia discreta com microcitose . 84 

A porfiria por deficiencia de ALA-desidratase 
(ADP) e de heran^a autossomica recessiva, e e a 
forma mais rara de porfiria. O principal sitio de 
expressao da doen^a e o figado. O diagnostico e 
feito pela dosagem de ALA desidratase eritrocita- 
ria e pelo acumulo de ALA na urina, e nao estao 
descritas altera^des hematologicas . 57 

A porfiria intermitente aguda (AIP) e uma 
doen 9 a de heran^a autossomica dominante que 
apresenta a deficiencia da enzima porfobilinoge- 
nio desaminase. E a principal porfiria tanto em 
incidencia quanto em gravidade e resulta no acu¬ 
mulo de porfobilinogenio e excre^ao de acido 
6 -aminolevulinico e uroporfirina. Mais de 90 
muta^oes ja foram descritas no gene da AIP desde 
1989. 85 A partir do tipo de muta^ao presente, tres 
subtipos de AIP foram descritos: subtipo I (redu- 
£ao intermediary da enzima em torno de 50%), 35 
subtipo II (diminuiqao da atividade enzimatica 
em celulas nao eritroides mas com atividade nor¬ 
mal em eritrocitos ) 35 e subtipo III (atividade dimi- 
nuida com presen 9 a de enzima estruturalmente 
anormal ). 35 O diagnostico pode ser feito pela do¬ 
sagem da enzima nos eritrocitos (atividade em 
torno de 50% do normal faz o diagnostico) e dosa¬ 
gem da enzima em fibroblastos ou linfocitos . 86 

Nao apresenta altera 9 oes hematologicas. 


A coproporfiria hereditaria (HCP) e de heran- 
9 a autossomica dominante, e a enzima defeituosa 
e a coproporfirinogenio III oxidase (CPO). Os 
principais sintomas da HCP sao dor abdominal, 
vomito, constipa 9 ao e neuropatia, e a fotossensibi- 
lidade cutanea esta presente em 30% dos pacien¬ 
tes. O diagnostico e feito pelos sintomas clinicos e 
pela presen 9 a de coproporfirinogenio III na urina. 
Nao apresenta aItera 9 oes hematologicas . 57 

A porfiria variegata (VP) e um defeito da en¬ 
zima protoporfirinogenio III oxidase e e de heran- 
9 a autossomica dominante. O diagnostico e feito 
pela fluorescencia plasmatica da porfirina . 57 Nao 
apresenta altera 9 oes hematologicas. 

A porfiria cutanea tarda (PCT) e um defeito 
da enzima uroporfirinogenio III descarboxilase, 
e forma mais comum de porfiria e pode ser 
transmitida como hera^a genetica ou ser adqui- 
rida. Tres tipos de PCT estao descritos: tipos I, II 
e III. O tipo I nao apresenta historia familiar, tern 
nivel enzimatico normal no eritrocito e diminui- 
do no figado, o tipo II apresenta 50% de ativida¬ 
de enzimatica em todos os tecidos, e o tipo III 
tern as mesmas caracteristicas do tipo I. A dife- 
ren 9 a entre as duas PCT e que na do tipo I os sin¬ 
tomas se manifestam em presen 9 a de alcool, es- 
trogenios, drogas, sobrecarga de ferro e em 
associa 9 ao com outras doen 9 as, e a do tipo II tern 
um componente genetico e ja foi descrita em 
mais de um membro de uma mesma familia. O 
diagnostico e feito pela fluorescencia, detectada 
por luz ultravioleta, das porfirinas na urina e 
pela quantifica 9 ao das uroporfirinas. Nao apre¬ 
senta altera 9 oes hematologicas . 57 

Porfiria hepatoeritropoietica (HEP) manifes- 
ta-se na forma homozigota e e uma deficiencia da 
enzima uroporifirinogenio III descarboxilase . 35 O 
diagnostico inclui fotossensibilidade grave e ele- 
vado nivel fecal e urinario de isocoproporfirina e 
de protoporfirina eritrocitaria ligada ao zinco . 35 
Apresenta anemia hemolitica, esplenomegalia e 
hiperplasia eritroide em medula ossea . 35 


ANEMIAS MACROClTICAS 


O diagnostico diferencial das anemias macrociti- 
cas se da principalmente entre ( 1 ) aquelas cuja 
causa e uma sintese prejudicada de DNA na me¬ 
dula ossea que resulta em altera 9 oes megaloblasti- 
cas nos precursores dos eritrocitos, e ( 2 ) aquelas 
cuja macrocitose origina-se por outros mecanis- 
mos. Em geral, as anemias macrociticas podem 




172 Hematologia laboratorial: teoria e procedimentos 


ser divididas em anemias megaloblasticas e em 
anemias nao megaloblasticas. 

As megaloblasticas sao anemias nao hemoliti- 
cas (classifica^ao fisiologica), enquanto que as 
anemias nao megaloblasticas podem ser hemoliti- 
cas ou nao hemoliticas. O exame capaz de classifi- 
car as anemias nao megaloblasticas em hemoliti¬ 
cas e nao hemoliticas e a contagem de reticulocitos 
(valor relativo e absoluto) e do calculo do indice 
de produ^ao de reticulocitos (IPR). Nas anemias 
megaloblasticas, a contagem de reticulocitos (va¬ 
lor relativo e absoluto) esta normal ou diminuida, 
e o indice de produ^ao de reticulocitos e inferior a 
2. Nas anemias nao megaloblasticas hemoliticas, a 
contagem de reticulocitos (valor relativo e absolu¬ 
to) esta elevado, e o IPR pode estar entre 2 e 3 ou 
ainda aumentado (acima de 3), dependendo do 
quadro hematologico do paciente. 31 

:: ANEMIAS MACROCfTICAS NAO 
MEGALOBLASTICAS 

As anemias macrociticas nao megaloblasticas sao 
anemias em que o VCM situa-se em torno de 100 a 
105 fL, enquanto nas anemias megaloblasticas 
instaladas o VCM esta acima de 110 fL. Nao se 
deve esquecer que as anemias megaloblasticas, as 
quais ocorrem devido a deficiencia de acido folico 
e/ou vitamina B 12 , sao de instala^ao lenta e pas- 
sam de normociticas e normocromicas a macroci¬ 
ticas e, posteriormente, a megaloblasticas. Em 
uma determinada fase de instala^ao, elas podem 
ser confundidas com anemias macrociticas com 
contagem de reticulocitos normais ou diminui- 
dos. O exame diferencial nas anemias macrociti- 
cas e a do sagem de vitamina B 12 e folato serico. 

A macrocitose acompanhada de uma ativida- 
de aumentada da medula ossea, representada pelo 
aumento da contagem de reticulocitos, e conse- 
quencia da presen^a do proprio reticulocito na 
corrente circulatoria, que e 25% maior que o eri- 
trocito, e tambem pelo fato de o aumento da ativi- 
dade da medula ossea determinar que ocorra uma 
libera^ao prematura de reticulocitos para o san- 
gue periferico. 32 Esta segunda situa^ao leva ao au¬ 
mento do VCM, o que caracteriza um quadro de 
pseudomacrocitose, porque o aumento do VCM e 
devido ao reticulocito prematuro liberado pela 
medula ossea e nao ao volume do eritrocito. A 
produ^ao da eritropoietina nessa situat^ao tam¬ 
bem esta aumentada. A pseudomacrocitose (ma¬ 
crocitose acompanhada de atividade de medula 


ossea) fala a favor de anemia hemolitica em crise, 
que pode ocorrer nas crises de hemolise da esfero- 
citose hereditaria e da deficiencia de G-6-PD. A 
Figura 7.37 faz um resumo das caracteristicas la- 
boratoriais das anemias nao megaloblasticas he¬ 
moliticas. 



FIGURA 7.37 Fluxograma para diagnostico das 
anemias macrocitas de carater nao megaloblastico. 


Quando a macrocitose nao esta acompanhada 
de um aumento da atividade de medula ossea, de¬ 
ve-se pensar em alcoolismo, doen^a hepatica, sin- 
drome mielodisplasica ou em anemias mielotisicas. 

Entre 40 a 96% dos alcoolistas cronicos, a 
maioria dos quais nao tern anemia, apresentam 
macrocitose, que e consequencia do efeito do alco- 
ol sobre as celulas da medula ossea; 32 inclusive, o 
VCM pode ser utilizado na detec^ao precoce do 
alcoolismo. Quando o paciente se abstem do alco- 
ol, o VCM retorna ao normal em torno de 2 a 4 
meses. 31 Na cirrose pelo alcoolismo, 20% dos pa- 
cientes apresentam anemia megaloblastica por 
deficiencia de folato s, porque o alcool interfere no 
metabolismo de folatos, alem de que, estes pacien¬ 
te s em geral nao tern alimenta^ao rica em folato. 

A anemia da doen^a hepatica e multifatorial e 
pode ser devida a hipervolemia, resposta inade- 
quada da medula ossea e estar associada a hemo¬ 
lise grave. Nas hepatites agudas, nao ha macroci¬ 
tose. 15 A anemia geralmente e de discreta a 
moderada. Na cirrose hepatica, o nivel de hemo- 
globina fica em torno de 12,0 g/dL, e na ausencia 
de sangramentos ou hemolise grave, fica acima de 
10,0 g/dL. O VCM raramente excede a 115 fL. A 
anemia na doen^a hepatica esta associada a uma 
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altera<;ao morfologica especifica chamada de thin 
macrocytes (macrocitos finos) ou leptocitos, 15 que 
sao macrocitos que tem a superficie de mem- 
brana (area de membrana) aumentada e que na 
extensao sanguinea sao vistos como codocitos. 15 
A area da membrana aumenta pela deposi^ao ex- 
cessiva de colesterol e fosfolipideo. 32 A anemia 
hemolitica na doen^a hepatica pode surgir no 
quadro terminal da doen^a e com a forma^ao de 
acantocitos. 15 

As anemias refratarias, tambem chamadas de 
anemias mielodisplasicas ou sindromes mielodis¬ 
plasicas (ver Capitulo 11, Neoplasias hematologi- 
cas: leucemias e linfomas), sao causadas por um 
dano na celula-tronco que compromete a sua ma- 
tura^ao e sao caracterizadas por displasias (desen- 
volvimento anormal) de pre cur sores celulares da 
medula ossea. 32 

As anemias mielotisicas sao consequencias da 
substitui^ao das celulas normais da medula ossea 
por celulas anormais. Isso ocorre na mielofibrose, 
nas leucemias, nos linfomas, no mieloma e nas 
metastases. Uma caracteristica morfologica desse 
tipo de anemia e a presen^a de dacriocitos. 32 

A macrocitose que acompanha as anemias re¬ 
fratarias e mielotisicas pode ser explicada pelo 
fato de os precursores eritrocitarios responderem 
a eritropoietina com o aumento da hemoglobina, 
mas serem incapazes de aumentar a media da pro- 
lifera^ao celular. 32 

:: ANEMIAS MACROCITICAS 

megaloblAsticas 

As anemias megaloblasticas originam-se de defi- 
ciencias de acido folico ou vitamina B 12 , ou de me- 
dicamentos que prejudicam a sintese de DNA, 
como agentes citotoxicos usados na quimioterapia 
do cancer ou na imunossupressao (ciclofosfamida, 
azatioprina, hidroxiureia), e farmacos que interfe- 
rem no metabolismo do acido folico (metotrexato, 
trimetoprim). O resultado e uma maturaifao nu¬ 
clear incompleta das celulas hematopoieticas na 
medula ossea com diminui^ao da divisao nuclear, 
porem o crescimento citoplasmatico, regulado 
pelo RNA, continua constante. A discrepancia en- 
tre a matura^ao do nucleo e o citoplasma e deno- 
minada assincronia nucleo-citoplasmatica. 69 

Deficiency de vitamina B 12 

A deficiencia de vitamina B 12 por ingestao insufi- 
ciente e bastante rara, porque ela e largamente en- 
contrada em alimentos de origem animal e tem 


uma reserva muito grande no tecido hepatico. A 
reserva de vitamina B 12 e elevada pela sua impor- 
tancia na sintese da bainha de mielina. As princi¬ 
pals etiologias que causam deficiencia de vitami¬ 
na B 12 estao descritas no Quadro 7.5. 


QUADRO 7.5 Principals etiologias da deficiencia 
de vitamina B 12 


A deficiencia dietetica da vitamina B 12 tem 
sido encontrada em vegetarianos que, alem de evi- 
tarem carne, nao se alimentam de leite e ovos. 
Mesmo assim, a anemia megaloblastica em vege¬ 
tarianos e rara. 87 

A absor^ao da vitamina B 12 contida na ali- 
menta^ao inicialmente fixa-se a uma proteina en¬ 
contrada na saliva, denominada protetna R. Nas 
por^oes superiores do intestino delgado, ela e libe- 
rada por proteases pancreaticas para se ligar ao 
fator intrmseco. Este complexo atravessa o intesti¬ 
no delgado ate fixar-se na transcobalamina II, um 
receptor existente nas celulas da mucosa do ileo 
(Tabela 7.7). 


TABELA 7.7 Protefnas que se ligam a vitamina B 12 

PROTEfNA 

FONTE 

FUN^AO 

Fator intrinseco 

Celulas parietais 
gastricas 

Absor0o da vitamina 
B 12 pelo ileo 

Transcobalamina II 

Praticamente 
todas as celulas 

Absor^ao da vitamina 
B 12 pelas celulas 

Proteina R 

Glandulas 

exocrinas 

Nao definida 


A vitamina B 12 desprende-se do fator intrmse¬ 
co, sendo entao transportada ate os tecidos. A vi¬ 
tamina B 12 absorvida pode ser transportada ate a 
medula ossea, enquanto outra port^ao e armazena- 
da no figado (Figura 7.38). 88 

A anemia perniciosa e a forma mais comum 
de deficiencia de vitamina B 12 e ocorre de duas 
formas: pela falta do fator intrinseco associado a 


Ingesta insuficiente - Indivfduos vegetarianos 
Causa autoimune - Anticorpos contra o fator intrinseco ou 
contra celulas parietais 

Deficiencia de fator intrinseco - Congenita; gastrite 
atrofica; gastrectomia total, parcial ou bypass gastrico 
Ma-absorqao - Insuficiencia pancreatica; sindrome de 
Zollinger-Ellison; doenga celiaca; enterite regional; ressecagao 
do Ileo; diverticulose do intestino delgado; infecgoes parasitarias 
Defeitos do transporte da vitamina B 12 - Deficiencia de 
transcobalamina II 
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FIGURA 7,38 Absorgao, transporte e 
armazenamento da vitamina B 12 . 


atrofia gastrica e a deficiencia de muitas outras se¬ 
cretes gastricas (aquilia gastrica); ou pela falta 
congenita do fator intrlnseco, que e muito rara. 
Embora as altera^oes hematologicas e neurologi- 
cas sejam manifestations caracterlsticas e mais co- 
nhecidas da deficiencia de vitamina B 12 , na maio- 
ria dos casos, a doen^a de base e uma gastrite 
atrofica grave. Nestas conditions, ocorre diminui- 
^ao da maioria das secre^oes gastricas, entre as 
quais destaca-se o fator intrinseco, essencial para 
a absor^ao da vitamina B 12 . As causas da lesao 
gastrica sao diversas e nao totalmente conhecidas. 
Fatores geneticos, idade avan^ada e doen^as au- 
toimunes parecem predispor o individuo a adqui- 
rir a deficiencia. 

A anemia perniciosa e mais frequente em adul- 
tos, sendo que a frequencia da doen$a aumenta a 
medida que a idade avan^a. A idade media para o 
desenvolvimento da deficiencia de vitamina B 12 e 
60,5 anos. 89 Alguns estudos apontam que as mu- 
lheres sao mais predispostas a desenvolverem a 
doen^a em relat^ao aos homens (Figura 7.39). 90 > 91 

Varios tipos de autoanticorpos, incluindo os 
anticorpos de celulas parietais e os anticorpos da 
tireoide, tern sido detectados em pacientes com 
anemia perniciosa. Os anticorpos contra o fator 
intrinseco ocorrem em mais de 50% dos pacientes 
com essa doen^a. Alem disso, a incidencia da ane¬ 
mia perniciosa tern sido associada com outras do- 
en^as de carater autoimune, como hipotireodismo, 
hipertireodismo, vitiligo e o diabetes melito. 87 

Sem o fator intrinseco, a vitamina B 12 e des- 
truida pelo suco gastrico antes de ser absorvida no 
ileo. Na gastrectomia, a ingestao de agentes corroi 
a mucosa gastrica, e a produ^ao de um fator in¬ 
trinseco inerte leva ao mesmo quadro de anemia 
perniciosa. Em situates de ma-absor^ao intesti- 
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FIGURA 7.39 Frequencia de anemia perniciosa 
de acordo com o sexo e a idade. 


Fonte: Adaptada de Lee . 87 

nal, que pode ser de causa familiar ou induzida 
por medicamentos, por doen^a ileal ou por pro¬ 
cesses infecciosos (o intestino delgado e esteril e 
mantido deste mo do por a<;ao do suco gastrico), a 
produ^ao de fator intrinseco e normal, mas pelo 
quadro de smdrome de ma-absor^ao, a vitamina 
B 12 nao e absorvida. 31 

Achado5 Eaboratoriais 

Todas as linhagens celulares hematopoieticas sao 
afetadas. Quando nenhuma outra doen^a ou 
complica^ao esta associada a deficiencia de vita¬ 
mina B 12 , a anemia e macrocitica e normocromi- 
ca. O paciente pode apresentar um leve aumento 
do VCM por anos antes de a anemia se instalar, o 
que aumenta a importancia da avalia^ao criterio- 
sa de valores de VCM acima da media para a ida¬ 
de do paciente que esta sendo avaliado, o que 
pode auxiliar no diagnostico precoce da doen^a. 
Durante a instala^ao da deficiencia de vitamina 
B 12 , o VCM tende a ser proporcional ao grau de 
anemia. Anemia moderada cursa com valores de 
VCM que variam de 100 a 110 fL, mas, com o 
agravamento do quadro, o VCM pode chegar a 
valores superiores a 150 fL. Semelhantemente, o 
HCM pode chegar a valores acima de 50 pg em 
situates de anemia extrema. 

A macrocitose pode ser mascarada pela coe- 
xistencia de outras patologias associadas a defici¬ 
encia de vitamina B 12 . Pacientes com doen^a de 
base de carater cronico (anemias de doen<~as cro- 
nicas), deficiencia de ferro e portadores da 
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^-talassemia menor sao exemplos de situagoes em 
que a macrocitose nao estara presente mesmo com 
a confirmagao da deficiencia de vitamina B 12 , o 
que pode dificultar o diagnostico. 92 

A atividade eritropoietica e estimulada; po- 
rem, devido a eritropoiese ineficaz, a contagem 
de reticulocitos e normal ou baixa. Quando o he- 
matocrito e menor que 20%, eritroblastos com 
nucleo megaloblastico podem ser vistos no san- 
gue periferico. Os eritrocitos variam muito em 
sua forma e tamanho, mas sao observados muitos 
eritrocitos grandes de formato oval e, nos casos 
graves, a presenga de ponteado basofilo, corpus- 
culos de Howell-Jolly e Anel de Cabot sao acha- 
dos comuns. 93 

Dois achados sao fundamentals e devem ser 
pesquisados nas macrocitoses: os macro-ovaloci- 
tos e a hipersegmentagao dos neutrofilos. A hiper¬ 
segmentagao e um dos sinais mais especificos das 
anemias megaloblasticas. Normalmente, os neu¬ 
trofilos possuem entre 3 a 5 lobos, sendo que a 
presenga de neutrofilos com mais de seis lobos ra- 
ramente e observada em condigoes de normalida- 
de hematopoietica. Na instalagao da anemia per- 
niciosa, o achado de neutrofilos hipersegmentados 
pode ser um dos primeiros sinais da deficiencia. 93 

Lactato desidrogenase 

Devido a eritropoiese ineficaz, o ferro serico e au- 
mentado, a menos que uma deficiencia de ferro 
esteja envolvida de forma concomitante. A ativi¬ 
dade da lactato desidrogenase (LDH) esta aumen- 
tada, sendo que sua elevagao e proporcional ao 
grau da anemia. Tanto a elevagao do ferro plasma- 
tico quanto a da LDH estao correlacionadas pela 
destruigao dos eritrocitos na medula (eritropoiese 
ineficaz). A Figura 7.40 ilustra o comportamento 
da LDH na anemia megaloblastica em compara- 
<~ao a anemia ferropriva e as anemias hemoliticas. 

Deficiencia de folato 

A deficiencia de folato pode ser causada pela (1) 
sua pequena quantidade na dieta; (2) pela sua ma- 
-absor^ao; e (3) pelo aumento de sua necessidade 
no organismo. 93 Os fatores que causam uma defi¬ 
ciencia de folato sao, em principio, diferentes dos 
que produzem a deficiencia de vitamina B 12 . O 
consumo de folato no organismo e maior que o de 
vitamina B 12 , ou seja, qualquer desequilibrio no 
seu metabolismo gera sua deficiencia. Ao contra- 
no da deficiencia de vitamina B 12 , os estoques de 
folatos esgotam-se em torno de 2 a 4 meses, en- 


LDH (jimol/minuto/L) 



ferropriva megaloblastica hemolitica 


FIGURA 7.40 Comparagao entre a atividade 
enzimatica da lactato desidrogenase serica na 
anemia ferropriva, na anemia megaloblastica e na 
anemia hemolitica. 


Fonte: Adaptada de Emerson e Wilkinson . 94 

quanto na avitaminose B 12 os estoques podem su- 
portar um aporte insuficiente de vitamina B 12 por 
anos. E valido lembrar que o acido folico e um 
composto termolabel facilmente destruido em ali- 
mentos cozidos; portanto, sua disponibilidade 
pode ser menor do que a esperada. 2 Situagoes nas 
quais o acido folico e mal absorvido sao raras. 

As causas da deficiencia de folato sao, em sua 
maioria, relacionadas a dietas pobres e ao aumento 
do seu consumo. Dietas inadequadas de folatos sao 
comumente vistas em (1) idosos mal alimentados; 
(2) regimes alimentares extremos sem acompa- 
nhamento nutricional; (3) indigentes; e (4) indivi- 
duos que utilizam o alcool de forma cronica. 2 

Na gravidez, as necessidades de acido folico 
aumentam entre 5 a 10 vezes, e, se nao houver um 
aporte, a deficiencia certamente se instala. Fatores 
como dieta deficiente, infecgoes, anemias hemoli¬ 
ticas ou medicagao anticonvulsivante podem 
agravar o quadro. A deficiencia de folato pode ser 
dificil de ser diagnosticada na gravidez, pois du¬ 
rante este periodo pode instalar-se uma anemia 
fisiologica, com concentragoes de hemoglobina 
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baixa (em torno de 10 g/dL) e uma macrocitose 
com valores de VCM acima de 100 fL. Em muitos 
casos, a anemia fisiologica so pode ser distinguida 
da deficiencia de folato pela analise da medula os- 
sea. 57 - 93 Como o uso profilatico de acido folico du¬ 
rante o periodo pre-natal tornou-se rotineiro, a 
incidencia da deficiencia na gravidez tornou-se 
achado raro. 87 

A anemia megaloblastica em pacientes alcoolis- 
tas e, na maioria dos casos, causada por falta de fola- 
tos. A dieta inadequada observada na maioria desses 
individuos e o principal mecanismo de instalagao da 
doenga, porem evidencias sugerem que o alcool di- 
minui a capacidade de armazenamento de folato no 
figado, alem de diminuir a sua absorgao 87 

A deficiencia de folatos pode ocorrer por ma- 
-absorgao intestinal induzida por ressecgao jeju¬ 
nal, pelo sprue tropical (diarreia tropical) e pela 
sensibilidade ao gluten. A diarreia tropical e a sen- 
sibilidade ao gluten causam uma enteropatia que 
leva a ma-absorgao simultanea de folato e vitami- 
na B 12 , como resultado de uma atrofia da mucosa 
intestinal, ievando a perda da mucosa intestinal. 
A diarreia tropical e causada por coliformes, espe- 
cialmente a Klebsiella pneumoniae . Esta doenga e 
comum na India, sudeste asiatico, Indonesia, Fili- 
pinas, Africa, Porto Rico, Cuba, Haiti, Republica 
Dominicana, Venezuela e Colombia. A sensibili¬ 
dade ao gluten caracteriza-se por uma reagao 
anormal ao gluten, proteina rica em glutamina, 
proveniente do trigo e outros graos e que provoca 
um quadro de ma-absorgao intestinal. Pacientes 
que tern uma taxa de proliferagao celular muito 
elevada podem apresentar uma anemia megalo¬ 
blastica por deficiencia de folato. Um exemplo 
desta situagao e a leucemia mieloide cronica 
(LMC), na qual, por uma intensa proliferagao leu- 
cocitaria, a reserva de folato se esgota, e a anemia 
instala-se. Pacientes que tern crises de hemolise 
frequentes, como na esferocitose hereditaria, po¬ 
dem apresentar uma anemia megaloblastica por 
deficiencia de folato. 32 

Varios medicamentos que interferem no me- 
tabolismo do folato sao causas frequentes de ane¬ 
mia megaloblastica. 2 Ja que esses farmacos exer- 
cem seus efeitos beneficos por meio de 
interference na sintese de DNA, o efeito toxico 
pode ser considerado uma extensao de suas agoes 
terapeuticas. 87 Entre esses farmacos, destacam-se 
agentes citostaticos, como o metotrexato; e anti- 
parasitarios, como a pirimetamina e o trimetro- 


pim, que inibe a enzima di-hidro-olatoredutase, 
responsavel pela conversao do di-hidrofolato em 
tetra-hidrofolato. 2 

As manifesta^oes clinicas da deficiencia de 
acido folico assemelham-se as da deficiencia de 
vitamina B 12 , exceto pela doen^a neurologica, que 
e uma caracteristica da deficiencia de vitamina 
B 12 . Clinicamente, a deficiencia de vitamina B 12 se 
manifesta por alter a^oes neurologic as, como sen- 
sa^oes parestesicas em membros inferiores e maos 
(neuropatia periferica), 95 dificuldade de locomo- 
^ao, hipo ou hiper-reflexia e perturba^oes mentais 
que podem ir de alucina^oes ate a demencia. 95 

Achados laboratoriais 

Tanto na deficiencia de vitamina B 12 quanto na de 
folato, o quadro hematologico (hemograma) e o 
mesmo, ou seja, nao se consegue diferenciar pelo 
hemograma entre a deficiencia de vitamina B 12 e 
folato. A hemoglobina geralmente esta entre 7 e 
8,0 g/dL na anemia instalada e pode ter valores 
mais baixos dependendo da intensidade da defici¬ 
encia de vitamina B 12 e folato. £ uma anemia de 
instala^ao lenta, o que induz os pacientes a se 
adaptarem a niveis extremamente baixos de he¬ 
moglobina. 32 O aumento do VCM e proporcional 
a queda da hemoglobina e a deficiencia de vitami¬ 
na B 12 e folato. O paciente pode apresentar leuco- 
penia com presen^a de neutrofilos hipersegmen- 
tados e trombocitopenia com presen^a de 
plaquetas anormais. O tamanho das plaquetas e 
bastante variavel, mostrado pela eleva^ao do PDW 
(varia^ao na distribu^ao do tamanho das plaque¬ 
tas). 96 A extensao sanguinea mostra, alem dos ma- 
crocitos, anisocitose e pecilocitose variadas e si- 
nais de altera^ao da divisao celular como 
corpusculos de Howell Jolly e anel de Cabot. 

Na medula ossea, os eritroblastos mostram 
deficit de matura^ao devido a um assincronismo 
de matura^ao entre o nucleo e o citoplasma. Outra 
caracteristica e que os granulocitos sao maiores 
que os normais, especificamente o metamielocito, 
que recebe a denomina^ao de metamielocito gi- 
gante. Os megacariocitos sao muito grandes, mos¬ 
tram deficiencia de granulos citoplasmaticos e 
podem apresentar os nucleos separados. 57 

Como contar a hipersegmentagao 
dos neutrofilos? 

O procedimento mais simples para detectar a hi- 
persegmentagao e examinar 100 neutrofilos con- 
secutivos na extensao sanguinea e registrar o mi- 
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mero de neutrofilos com seis lobos ou mais 
(Figura 7.41). 87 Valores acima de 3% de neutrofi¬ 
los hipersegmentados constituem o chamado des- 
vio a direita. Na pratica laboratorial, geralmente, 
usa-se o valor de 5% como urn indicador de ane¬ 
mia megaloblastica, sendo considerado um dado 
eficiente para o diagnostico da doen 9 a. Linden- 
baum 97 observou que 98% dos pacientes com ane¬ 
mia megaloblastica tinham pelo menos 2% de 
neutrofilos hipersegmentados. 



Outras tecnicas sao descritas para a contagem 
da hipersegmentaifao neutrofilica. O indice de 
Herbert 98 conta o numero total de lobos de 100 
neutrofilos e divide o valor encontrado por 100. 
Ja o indice de segmenta^ao conta o numero de 
neutrofilos com cinco ou mais lobos e divide pelo 
numero de neutrofilos com quatro lobulos. Pelo 
indice de segmenta^ao, valores acima de 16,9 sao 
positivos para a presenga de hipersegmentagao 
nos neutrofilos. 6 Na pratica laboratorial, essas 
tecnicas sao muito trabalhosas e praticamente in- 
viaveis. A pesquisa de hipersegmentados (acima 
de cinco lobos) em 100 neutrofilos permanece 
sendo a forma mais adequada para esse achado 
morfologico. 

Diagnostico diferencial 

A diferenciagao deve ser feita entre a anemia me¬ 
galoblastica por deficiencia de folato ou vitamina 
B 12 e as outras causas de macrocitose. As causas 
mais comuns de macrocitose sao a ingesta exces- 
siva de alcool, doengas hepaticas e as sindromes 
mielodisplasicas. Nas macrocitoses causadas 
pela ingesta excessiva de alcool e nas hepatopa- 
tias, os macrocitos nao sao ovalados, mas arre- 


dondados. A anisocitose e a pecilocitose sao me¬ 
nos pronunciadas e a presen 9 a de codocitos e 
estomatocitos e achado frequente. Neutrofilos 
hipersegmentados sao raros. Pacientes com insu- 
ficiencia hepatica podem apresentar abundancia 
de acantocitos. 

A Figura 7.42 mostra aspectos morfologicos 
uteis para a diferenciagao entre a anemia megalo¬ 
blastica e outras causas de macrocitoses. 



FIGURA 7.42 Aspectos morfologicos uteis para a 
diferenciagao das macrocitoses. 


A macrocitose causada pelo metotrexato e in- 
distinguivel da causada pela deficiencia de acido 
folico e vitamina B 12 , mas outros farmacos que in- 
terferem na sintese do DNA podem causar macro¬ 
citose sem anemia, e a hipersegmenta 9 ao rara- 
mente e observada. 6 A distin 9 ao com as anemias 
macrodticas nao megaloblasticas tambem pode 
ser feita pela presen 9 a de policromatofilia, reticu- 
locitose e por macrocitos nao ovalados, que indi¬ 
cam um estado hemolitico. 87 

A determina 9 ao dos niveis sericos de vitami¬ 
na B 12 e do folato e a unica maneira para diferen- 
ciar a etiologia das anemias megaloblastica por 
meio de metodos laboratoriais. O teste de absor- 
9 ao da vitamina B 12 pelo metodo de Shilling e util 
para confirmar essa deficiencia. Testes para a de- 
tecgao de anticorpos contra o fator intrinseco ou 
contra celulas parietais sao validos para definir a 
causa da deficiencia de vitamina B 12 . Se a anemia 
megaloblastica instalada tern rela 9 ao com doen 9 a 
celiaca, a pesquisa de anticorpos antiendomisio 
pode ser utilizada. 6 
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Tratamento 

O tratamento das anemias megaloblasticas tern 
como principal objetivo repor os estoques da vitami- 
na deficiente. Em geral, a corre^ao da defkiencia e 
rapidamente obtida, porem os sintomas dmicos per- 
manecem por mais tempo. Apos a reposi^ao de co- 
balamina, a eleva^ao dos niveis de bilirrubina, ferro 
e LDH diminuem rapidamente. Dentro de 12 horas, 
a medula come^a a transformar-se de megaloblasti- 
ca a normoblastica, com a celularidade voltando ao 
normal entre 2 a 3 dias. 93 A Figura 7*43 ilustra o 
comportamento do ferro serico durante o tratamen¬ 
to da anemia megaloblastica com vitamina B 12 . 


Ferro (|ig/mL) 



FIGURA 7.43 Efeito do tratamento da anemia 
megaloblastica com vitamina B 12 sobre as 
concentrates sericas de ferro. 


Fonte: Adaptadade Babior . 93 

O primeiro e mais sutil sinal de resposta he- 
matopoietica ao tratamento da anemia megalo¬ 
blastica e o aumento na contagem de reticulocitos. 
Esta eleva^ao inicia-se apos 2 a 3 dias de trata¬ 
mento, e os picos maximos de reticulocitos sao 
obtidos entre o 5° ao 10° dia. 87 - 93 Eritroblastos po- 
dem ser observados nesse periodo. A Figura 7.44 
ilustra o comportamento da contagem de reticu¬ 
locitos no tratamento das anemias megaloblasti¬ 
cas com vitamina B 12 . 



FIGURA 7.44 Comportamento da contagem de 
reticulocitos durante o tratamento da anemia 
megaloblastica com vitamina B 12 . 


Fonte: Adaptada de Babior . 93 

Entre as outras mudan^as que ocorrem na res¬ 
posta hematologica ao tratamento das anemias 
megaloblasticas, podem-se destacar: 


Normaliza^ao da concentra^ao de hemo- 
globina entre 1 a 2 meses; 

Normalizaipio da contagem de leucocitos 
e plaquetas, embora a hipersegmenta^ao 
persista por ate 15 dias apos o inicio do 
tratamento; 

Aumento perceptivel do hematocrito entre 
5 a 7 dias; 

A eritropoiese ineficaz e revertida em 24 
horas. 

Como citado anteriormente, a macrocitose 
caracteristica das anemias megaloblasticas pode 
ser mascarada por outras altera^oes como doen- 
£as cronicas, anemia ferropriva e (3-talassemia 
menor. Nestas situates, a deficiencia tanto de fo- 
lato quanto de vitamina B 12 podem cursar com 
valores de VCM bem menores do que os espera- 
dos nas anemias megaloblasticas. A seguir, um 
exemplo do tratamento de uma anemia megalo¬ 
blastica por vitamina B 12 em paciente com doen$a 
cronica em rela^ao aos parametros hematologi- 
cos. As Figuras 7.45 a 7.47 demonstram o com¬ 
portamento do eritrograma, da contagem de leu¬ 
cocitos e plaquetas durante o tratamento (inicio, 7 
e 14 dias apos tratamento). 

SEM TRATAMENTO: A macrocitose esta 
mascarada pela doen^a de base associada (doen^a 
cronica). A popula^ao eritroide tern tamanho re- 
lativamente homogeneo (RDW 16%), e a varia^ao 
do tamanho das plaquetas (PDW) tambem e nor¬ 
mal. A contagem de reticulocitos e normal. 

TRATAMENTO 7° D1A: Apos sete dias de 
tratamento com vitamina B 12 , os parametros do 
eritrograma melhoram, a hemoglobina tern sua 
concentra^ao duplicada, o histograma RBC (eri- 
trocitos) ja demonstra um desvio na direita do 
grafico (eritrocitos jovens), o que comprova que a 
medula esta produzindo novas celulas. Na avalia- 
£ao das plaquetas, o PDW (varia^ao do tamanho 
plaquetario) eleva-se, apesar da contagem de pla¬ 
quetas ainda estar baixa, o que e outro indicio de 
sucesso da terapia. 

Entre as modifica^oes dos parametros anali- 
sados, sem duvida, a que mais reflete a efetividade 
da terapia com a vitamina B 12 e a eleva^ao da con¬ 
tagem de reticulocitos. A porcentagem de reticu¬ 
locitos eleva-se em dez vezes. 

TRATAMENTO 14° DIA: Os parametros do 
eritrograma modificaram-se discretamente, po- 
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Sem tratamento 


RBC PIT 



Eritrocitos. 10 6 /[jL 

1,58 

Hemoglobins g/dL 

4,7 

Hematocrito 

13,1 

VCM 

82,9 

HCM 

P 29,7 

CHCM 

35,9 

RDW 

16,0 

Leucocitos 

4,180 

Plaquetas 

71,000 

PDW 

10,7 

RET (%) 

1,72 

l 1 


FIGURA 7.45 Perfil hematologico de individuo 
com deficiencia de vitamina B 12 com doenga de base 
cronica (anemia de doenga cronica). Anemia 
normocitica e normocromica, contagem de leucocitos 
e plaquetas baixas e contagem de reticulocito normal, 


Tratamento: 14° dia 
RBC PLT 



Eritrocitos. 10 6 /^L 

2,48 

Hemoglobins g/dL 

8,7 

Hematocrito 

24,7 J 

VCM 

99,6 

HCM 

35,1 

CHCM 

35,2 

RDW 

23,4 

Leucocitos 

8,900 

Plaquetas 

346,000 

PDW 

13,2 

RET (%} 

5,81 


FIGURA 7.47 Perfil hematologico de individuo 
com deficiencia de vitamina B 12 com doenga de base 
cronica. Anemia normocitica e normocromica, 
contagem de leucocitos e plaquetas normais. 
Contagem de reticulocito elevada. 


Tratamento: 7° dia 


RBC PLT 



Eritrocitos. 10 6 /|jL 

2,62 

Hemoglobins g/dL 

8,4 

Hematocrito 

24,6 

VCM 

93,9 

HCM 

32,1 

CHCM 

34,1 

RDW 

25,7 

Leucocitos 

3,890 

Plaquetas 

91,000 

PDW 

19,4 

RET (%} 

i 

12,57 


FIGURA 7.46 Perfil hematologico de individuo 
com deficiencia de vitamina B 12 com doenga de base 
cronica. Anemia normocitica e normocromica, 
contagem de leucocitos e plaquetas baixas, e 
contagem de reticulocito elevada. 


rem, analisando o histograma RBC (eritrocitos), e 
evidente a maior produgao de eritrocitos jovens, o 
que eleva o VCM e, consequentemente, a HCM. A 
contagem de leucocitos e de plaquetas normaliza- 
-se. Tanto o PDW quanto a contagem de reticulo- 
citos, apesar de altos, ja demonstram que o pico da 
recuperagao medular ja ocorreu. 

A Figura 7.48 ilustra o fluxograma para o 
diagnostico das anemias macrodticas de origem 
megaloblastica. 
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ANEMIAS NORMOCfTICAS 
E NORMOCROMICAS 


Frente a um quadro de anemia normocitica e nor- 
mocromica, o primeiro exame a ser feito e a con- 
tagem de reticulocitos (deve ser analisado pelo 
valor relativo, absoluto e IPR) para inicialmente 
separar essas anemias em dois grandes grupos: 
anemias com atividade de medula os sea (anemias 
hemoliticas) e anemias sem atividade de medula 
ossea (anemias nao hemoliticas) (Figura 7.49). A 
classification das anemias normociticas e normo¬ 
cromicas, muitas vezes, e dificil, pois muitas das 
suas etiologias possuem caracteristicas variaveis. 
Por exemplo, e correto classificar as anemias he¬ 
moliticas como normociticas e normocromicas, 
mas dependendo da intensidade da hemolise, ela 
pode apresentar-se com macrocitose (VCM alto) 
devido aos eritrocitos imaturos (reticulocitos). 
Portanto, as anemias que serao aqui descritas po- 
dem cursar de forma diferente a normocitose e 
normocromia. 



:: ANEMIAS NORMOCITICAS E 
NORMOCROMICAS: IPR AUMENTADO 

Anemia pos-hemorragica 

As manifestagoes clinicas da hemorragia depen- 
dem de uma serie de fatores. Entre os mais impor- 
tantes, podem-se destacar: (1) a magnitude do 
evento; (2) o local de origem do sangramento; (3) 
se existem doengas de base conjuntamente a per da 
de sangue; e (4) a idade do paciente. Em geral, du¬ 
rante o inicio de uma hemorragia, predominam 
eventos relacionados a hipovolemia, em que a ane¬ 
mia, na maioria dos casos, nao esta presente. Pos¬ 
ter iormente, para a restauragao do volume san- 
guineo, a anemia se instala, e sinais de regeneragao 
da medula estao presentes." 

Em geral, um individuo saudavel suporta a 
condigao sem praticamente nenhum sintoma, e ha 
perda rapida de cerca de 10 a 20% do seu volume 


plasmatico, aproximadamente, 500 a 1.000 mL de 
sangue. Acima dessa perda, os sintomas mais co- 
muns sao fraqueza, sudorese, nausea e diminui- 
gao da frequencia e pressao cardiacas, que podem 
evoluir para a perda da consciencia. No Quadro 
7.6, estao descritos as relates entre o volume de 
perda sanguinea e suas consequencias clinicas. 


QUADRO 7.6 

Relagao entre o volume perdido de 

sangue e as manifestagoes clinicas 
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10% 

500 mL 

Nenhum 

20% 

1.000 mL 

Taquicardia 

30% 

1.500 mL 

Tontura, hipotensao 

40% 

2.000 mL 

Sede, dificuldade 
respiratoria, sudorese e 
perda da consciencia 
Pressao venosa 
central diminuida 
Palidez de pele 

50% 

2.500 mL 

Choque e morte 


Fonte: Adaptado Hillman e Hershko . 100 


O principal objetivo em processos hemorragi- 
cos e restabelecer o volume sanguineo e prevenir o 
choque. Isto pode ser obtido pela infusao de solu- 
goes intravenosas de eletrolitos e proteinas. Se a 
hemorragia e intensa, a utilizagao de concentrado 
de eritrocitos e a terapia indicada. A resposta a es¬ 
sas agoes pode ser avaliada pelo retorno a niveis 
normals tanto do pulso quanto da pressao sangui¬ 
nea. No inicio do processo, a anemia e normociti- 
ca e normocromica, com poucos sinais de regene¬ 
ragao da medula. Apos o aumento da secregao da 
eritropoietina, o numero de reticulocitos aumen- 
ta, com elevagoes maximas sendo atingidas entre 
6 a 11 dias. O IPR pode chegar a 5. Policromatofi- 
lia e macrocitose dependem da quantidade de re¬ 
ticulocitos que sao comumente observados. A leu- 
cocitose neutrofilica apos processos hemorragicos 
pode atingir niveis entre 10.000 a 20.000/pL devi¬ 
do principalmente a mobilizagao de granulocitos 
do pool marginal." 

Anemias hemoliticas 

O termo “disturbios hemoliticos ” pode ser defini- 
do como condigoes em que a taxa de destruigao 
dos eritrocitos esta aumentada, e a capacidade da 
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medula ossea em responder a este processo nao 
esta prejudicada. Apesar das varias formas ja pu- 
blicadas sobre a classifica^ao das anemias hemoli¬ 
ticas, pelo grande numero de doen^as e pela varia- 
bilidade do quadro laboratorial envolvidas nos 
estados hemoliticos, nenhum sistema de classifi- 
ca^ao e totalmente satisfatorio. Para melhor com- 
preensao sobre o tema, as anemias hemoliticas se- 
rao divididas de duas formas: (1) de acordo com o 
local da hemolise, ou seja, hemolise intravascular 
e extravascular; e (2) em adquiridas e congenitas. 

Hemolise predominantemente intravascular 

As anemias hemoliticas micro angiopatic as deno- 
minadas atualmente como anemias hemoliticas 
com fragmenta^ao eritrocitaria, 68 sao altera^oes 
que ocorrem na microcircula^ao decorrentes da 
deposi^ao de trombos. A diminui^ao da luz do 
vaso com aumento da pressao sanguinea local 
leva a fragmenta^ao eritrocitaria (anemia hemoli- 
tica) e ao consumo de plaquetas (trombocitope¬ 
nia). 31 A anemia hemolitica com fragmenta^ao 
eritrocitaria pode ocorrer na purpura trombo cito- 
penica trombotica (PTT), na sindrome hemoliti- 
co-uremica (SHU), durante a gesta^ao, cancer ou 
ser induzida por quimioterapia. 68 

Tanto na PTT quanto na SHU ocorre anemia 
hemolitica com fragmenta^ao eritrocitaria e trom- 
bocitopenia, podendo haver ainda altera^oes neu- 
rologicas, renais e febre. 101 

Os multimeros do fator de von Willebrand sao 
produzidos pelos megacar iocitos e estocados pelos 
granulos alfa das plaquetas e pelos corpos de Weibel- 
-Palade, localizados na celula endotelial. Estes 
multimeros sao muito grandes com rela^ao aos 
encontrados no plasma e sao secretados para o su¬ 
bendotelio associando-se a matriz extracelular. 
Quando o subendotelio e exposto ao lumen vascu¬ 
lar, esses multimeros induzem a agrega^ao plaque¬ 
taria. 31 Quando esses multimeros sao secretados 
para o lumen vascular, sao clivados por uma meta- 
loprotease chamada de ADAMTS 13, que e produ- 
zida no hepatocito e o gene esta localizado no cro- 
mossomo 9q34. 102 O evento inicial que leva ao 
quadro clinico de PTT e a presen 9 a de multimeros 
de alto peso molecular do fator de von Willebrand 
no plasma dos pacientes. Os multimeros de alto 
peso molecular sao encontrados em fun^ao da de- 
ficiencia da metaloprotease que cliva o fator de von 
Willebrand, que pode ser herdada ou adquirida 
(inibi^ao por autoanticorpos). 101 Os multimeros de 
alto peso molecular sao capazes de induzir a agre- 


ga^ao plaquetaria, que pode se tornar dissemina- 
da, levando a obstruifao vascular por forma^ao de 
trombo plaquetario, o que aumenta a reatividade 
da plaqueta ao fator de von Willebrand. Esse trom¬ 
bo e rico em plaquetas e fator de von Willebrand e 
ha pouca ou nenhuma evidencia de fibrina. 68 A 
cascata da coagulaqao nao e ativada porque nao ha 
lesao da celula endotelial. Este e o mecanismo pri- 
mario da PTT. A presen^a de esquizocitos e outro 
achado importante da PTT, principalmente quan¬ 
do associado a trombocitopenia. 

A fragmenta^ao ocorre pela obstru^ao da mi- 
crocircula^o. O eritrocito, ao passar pelo vaso 
obstruido, fragmenta-se, caracterizando a hemo¬ 
lise, que pode levar a um quadro de anemia, de- 
pendendo da intensidade daquela. A presen 9 a de 
outra protease com atividade de cisteina, que nao 
esta presente no plasma normal e que tambem 
causa agrega 9 ao e secre 9 ao plaquetaria, foi descri- 
ta nesses pacientes. O criterio clinico para diag¬ 
nostic da PTT e anemia hemolitica com frag- 
menta 9 ao eritrocitaria e trombocitopenia. 101 

A SHU esta associada com hemolise intravas¬ 
cular aguda e falencia renal. 33 A doen 9 a renal e 
causada pela depos^ao de trombos plaquetarios 
nas arteriolas e no lumen dos capilares glomerula- 
res. A SHU da infancia associada a Escherichia coli 
0157:H7 ou Shigella dysenteriae e causada apos 
uma infec 9 ao enterica aguda (mais comum em 
crian 9 as; porem, com prognostic pior quando 
acomete adultos). A progressao da enterocolite 
por Escherichia coli 0157:H7 para SHU ocorre em 
2 a 7% dos casos esporadicos e em torno de 30% 
nos casos epidemics. 101 O mecanismo primario 
da SHU e a lesao endotelial, pela toxina bacteria- 
na, na microcircula 9 ao renal, que leva a morte da 
celula endotelial e expos^ao do subendotelio com 
consequente ativa 9 ao plaquetaria e da cascata da 
coagula 9 ao; o trombo formado e rico em plaque¬ 
tas e fibrina. 68 Os achados laboratoriais sao falen¬ 
cia renal aguda, anemia hemolitica com presen 9 a 
de esquizocitos e trombocitopenia. 101 A metalo¬ 
protease ADAMTS 13 nao esta diminuida e nem a 
sua atividade esta reduzida. 68 Os sintomas hemor- 
ragicos esperados sao hematuria, epistaxe, san- 
gramento gastrintestinal e menorragia; laborato- 
rialmente, alem de anemia, esquizocitos e 
trombocitopenia, o paciente mostra aumento da 
bilirrubina indireta e da LDH (devido a hemolise 
e necrose tecidual), podendo haver hematuria e 
proteinuria. Pela ativa 9 ao da cascata da coagula- 
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^ao, o fragmento 1+2 da protrombina e o D-dime- 
ro estao aumentados. Tanto na PTT quanto na 
SHU a hemolise que ocorre pode ou nao levar a 
uma anemia, e esta, quando presente, pode ser 
bastante grave . 101 A instala^ao ou nao da anemia 
decorre da intensidade de hemolise e da capacida- 
de de resposta da medula ossea. Ocorre reticuloci- 
tose, policromatofilia, anisocitose com aumento 
do RDW, presen^a de equinocitos, esferocitos (em 
pequena quantidade) e esquizocitos, cuja intensi¬ 
dade e proporcional a hemolise . 32 O VCM pode 
ser muito variavel devido a reticulocitose, frag- 
mentos eritrocitarios e celulas normais . 32 A hemo- 
globinemia pode ser bastante acentuada e geral- 
mente se correlaciona com o grau de anemia e 
com as altera^oes morfologicas eritrocitarias; a 
hemoglobinuria e a hemossiderinuria estao pre- 
sentes . 33 Pode haver um aumento, mas geralmente 
nao excede 2 ou 3 mg/dL, da bilirrubina indireta 33 
devido a retirada dos fragmentos eritrocitarios 
pelo ba^o. Na SHU, tanto a ureia quanto a creati- 
nina estao elevadas, e ha a presen^a dos produtos 
de degrada^ao do fibrinogen io e fibrina represen- 
tados pela presen^a do fragmento 1+2 da protrom¬ 
bina e do D-dimero . 68 

Tres situates relacionadas com a fragmenta^ao 
eritrocitaria podem ocorrer na gesta^ao: sindrome 
HELLP (hemolise, enzimas hepaticas elevadas e 
contagem de plaquetas diminuidas [do ingles H, he¬ 
molysis, EL, elevated liver enzymes e PL, low platelets 
count]), PTT da gesta^ao e SHU no pos-parto . 68 

O quadro de pre-eclampsia pode ser definido 
como a presen^a de hipertensao com proteinuria 
e/ou edema; e uma doen^a sistemica que envolve 
altera^oes renais, hepaticas, cardiacas e do sistema 
nervoso central. O quadro de eclampsia estabele- 
ce-se a partir de altera^oes neurologicas agudas na 
mulher pre-eclamptica. Pacientes com quadro de 
pre-eclampsia/eclampsia sao consideradas porta- 
doras da sindrome HELLP . 103 O que desencadeia a 
sindrome HELLP e a associa^ao da hipertensao 
com a lesao ao endotelio e a deposi^ao de fibrina 
no endotelio lesado. Esta situa^ao caracteriza-se 
por obstru<;ao do vaso (forma^ao de trombo de fi¬ 
brina) com consequente fragmenta^ao eritrocita¬ 
ria, consume de plaquetas no local lesionado 
(trombocitopenia) e ativa^ao da cascata da coagu- 
la$ao (coagulaqao intravascular cronica). A depo- 
si^ao de fibrina ocorre no rim e no figado . 68 

A PTT (gesta^ao) ou a SHU (pos-parto) sao 
diferenciadas pelo comprometimento renal que 


ocorre na segunda situa^ao. O esperado laborato- 
rialmente e uma anemia hemolitica com presen^a 
de esquizocitos, trombocitopenia e presen^a de 
D-dimeros e aumento de ureia e creatinina na 
SHU . 101 Em carcinomas disseminados, pode ocor¬ 
rer a instala^ao de um quadro de anemia hemoli¬ 
tica com fragmenta^ao eritrocitaria e trombocito¬ 
penia. O mecanismo primario e a prolifera^ao das 
celulas transformadas na camada intima dos va- 
sos, sendo que o tecido mais acometido e o pul- 
mao. Essa prolifera^ao altera o fluxo sanguineo 
local fazendo fragmenta^ao eritrocitaria e ativa- 
£ao plaquetaria com forma^ao de trombo plaque- 
tario e consumo de plaquetas . 33 Pode, nao neces- 
sariamente, ocorrer deposi^ao de fibrina e 
evolu^ao para um quadro de coagula^ao intravas¬ 
cular disseminada (CIVD ). 68 Ja foi descrita a pre¬ 
sent de multimeros de alto peso molecular do 
fator de von Willebrand e deficiencia da enzima 
ADAMTS 13. 104 

A hemoglobinuria paroxistica noturna (HPN) 
e uma doen^a hemolitica adquirida, rara e cronica 
em que as celulas apresentam uma sensibilidade 
ao complemento acarretando hemolise e lise de 
granulocitos e plaquetas . 32 £ uma doen£a caracte- 
rizada por uma transforma^ao clonal de celula- 
-tronco; por isto, as tres linhagens estao afetadas. 
Apresenta hemolise extravascular cronica com 
episodios de hemolise intravascular, caracteriza- 
dos por hemoglobinuria . 31 

A incompatibilidade pelo sistema sanguineo 
ABO e caracterizada por uma rea^ao hemolitica 
transfusional imediata porque o sistema ABO se 
caracteriza por ter anticorpos naturais . 31 Quando 
o eritrocito incompativel esta presente na circula- 
9 & 0 , a rea^ao antigeno-anticorpo e imediata por¬ 
que ocorre a ativa^ao do sistema complemento 
com consequente lise eritrocitaria. Os anticorpos 
do tipo IgM ou IgG, com especificidade ABO, sao 
ativadores do complemento especificamente da 
via classica . 68 

O Plasmodium tern um tropismo pelas celulas 
da serie vermelha porque ele pode ligar-se a recep- 
tores especificos na membrana citoplasmatica: o 
P. viva: c e o P. ovale infectam apenas reticulocitos, 
o P. malarie invade eritrocitos e o P. falciparum 
invade todas as celulas da serie vermelha . 68 O re¬ 
ceptor especifico para o P. vivax e o grupo sangui¬ 
neo Duffy, em locais onde o antigeno Duffy nao 
esta expresso nos eritrocitos (algumas regioes da 
Africa); a malaria causada pelo P. vivax nao e en- 
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contrada. 105 A anemia na malaria ocorre pela des- 
trui^ao eritrocitaria causada pelo proprio parasi- 
ta, 106 pela retirada das celulas infectadas pelo 
ba<;o, 24 pela diminui^ao da produ^ao eritrocitaria 
devido ao quadro inflamatorio 23 e pela prodi^ao 
inadequada de eritropoietina. 107 Existe um com- 
ponente de hemolise extra e intravascular, sendo 
que o ultimo e menos intenso. 68 

O veneno da Loxosceles intermedia (aranha 
marrom) produz um quadro dermonecrotico lo¬ 
cal que pode evoluir para um quadro sistemico 
com falencia renal, anemia hemolitica e coagula- 
^ao intravascular disseminada. 27 Laboratorial- 
mente, podem ser evidenciados anemia hemoliti¬ 
ca, hemoglobinemia, hemoglobinuria, aumento 
da bilirrubina indireta, leucocitose e proteinuria. 
A analise histopatologica da lesao dermone erotica 
caracteriza-se por acumulo de neutrofilos e eri- 
trocitos, sugerindo perda da integridade vascular 
e coagula^ao intravascular. 108 O veneno promove 
agrega^ao plaquetaria e trombocitopenia. 109 O ve¬ 
neno de certas serpentes esta relacionado com um 
quadro de hemolise intravascular (hemoglobine¬ 
mia, hemoglobinuria) e sangramentos devido a 
ativa^ao dos fatores de coagula$ao. O veneno das 
abelhas africanas esta relacionado a falencia renal 
e anemia hemolitica. 68 

Certos microrganismos podem estar relacio- 
nados com um quadro de hemolise como o Hae¬ 
mophilus influenzae , Escherichia coli e a Salmo¬ 
nella . A hemolise pode ser ocasionada tambem 
pela adsor^ao de produtos bacterianos (lipopolis- 
sacarideos) pelo eritrocito. 57 

Determinados medicamentos podem causar 
hemolise, e o mecanismo de destrui^ao eritrocita¬ 
ria pode ocorrer pela forma^o de complexos 
imunes nos quais o farmaco ligado a uma proteina 
plasmatica suscita a forma^ao de um anticorpo. O 
complexo farmaco, proteina e anticorpo deposita- 
-se no eritrocito e causa a hemolise intravascular; 
o anticorpo formado e da classe IgM e ativa o 
complemento. Outro tipo de mecanismo e o me- 
dicamento ligar-se a um receptor da membrana 
eritrocitaria e suscitar a forma^ao de um anticor¬ 
po, geralmente do tipo IgG, com hemolise menos 
grave que o primeiro mecanismo. O medicamento 
a-metildopa, us ado como anti-hipertensivo, causa 
uma anemia hemolitica mediada por anticorpo 
autoimune. O farmaco suscita a formado de um 
anticorpo, que reage com receptores na membra¬ 


na eritrocitaria e, quando o medicamento e admi- 
nistrado por mais de tres meses, em torno de 20 a 
30% dos pacientes desenvolvem a anemia hemoli¬ 
tica por autoanticorpos. O teste de Coombs direto 
e positivo em todos os mecanismos descritos. 110 

Nas proteses cardiacas e na hemoglobinuria 
da marcha, a hemolise e causada por trauma me- 
canico. No primeiro, e a protese que lisa o eritro¬ 
cito e no segundo, e o atrito do pe ao chao. Nas 
duas situates, a anemia pode ser grave, e a he¬ 
moglobinuria faz-se presente como tambem os 
esquizocitos. 32 Na hemoglobinuria da marcha, os 
atletas corredores de longa distancia podem de- 
senvolver tambem uma anemia ferropriva devi¬ 
do a hemossiderinuria. Nas queimaduras, a he¬ 
molise esta associada a quadros de terceiro grau 
com mais de 15 a 20% da superficie corporea 
comprometida. 68 

De modo geral, na hemolise intravascular, os 
achados laboratoriais sao VCM variavel, RDW au- 
mentado, anisocitose, policromatofilia, pecilocito- 
se representada pela presen^a de esquizocitos, 
equinocitos e esferocitos, reticulocitose, tromboci¬ 
topenia, hemoglobinuria, hemossiderinuria, he¬ 
moglobinemia, hematuria, proteinuria, aumento 
da desidrogenase lactica, presen^a de D-dimero e 
aumento de ureia e creatinina. 31 A hemossiderinu¬ 
ria e um marcador de hemolise intravascular croni- 
ca porque pode estar presente na urina, mesmo na 
ausencia de hemoglobinuria. Para a forma^ao da 
hemossiderina, a hemoglobina e reabsorvida pelo 
tecido renal para posteriormente reexcretar o ferro. 

Hemolise predominantemente extravascular 

As anemias de hemolise extravascular podem ser 
divididas em hereditarias e adquiridas. O Quadro 
7.7 ilustra a classifica$ao dos disturbios hemoliti- 
cos hereditarios relacionados a anormalidades na 
estrutura da membrana do eritrocito. 


QUADRO 7.7 Principals causas de disturbios 
hemolfticos relacionados a defeitos na membrana 
eritrocitaria 


Disturbios hemolfticos hereditarios 

Defeitos na membrana eritrocitaria 

t. Esferocitose hereditaria 

2. Eliptocitose hereditaria 

3. Abetalipoproteinemia (acantocitose) 

4. Estomatocitose hereditaria 

5. Deficiencia de LCAT 

6. Doenga do Rh nulo 
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Membranopatias 

Entre os defeitos estruturais da membrana eritro¬ 
citaria, podem-se destacar a esferocitose, a elipto- 
citose, os transtornos de permeabilidade ionica, 
os defeitos dos antigenos da membrana e altera- 
goes da composigao lipidica da membrana. 

Esferocitose hereditaria 

A esferocitose hereditaria ocorre em todos os gru- 
pos raciais e etnicos, sendo a anemia hereditaria 
mais comum em individuos do norte da Europa. 
Nos Estados Unidos e na Inglaterra, aproximada- 
mente um a cada 2.500 individuos apresenta essa 
anormalidade de membrana. Homens e mulheres 
sao afetados igualitariamente. 

A principal caracteristica da esferocitose he¬ 
reditaria e a perda da area de superficie da mem¬ 
brana eritrocitaria em relagao ao volume intrace- 
lular, o que predispoe o eritrocito a perder sua 
deformabilidade, alem de mudar seu formato ori¬ 
ginal (formato oval). Esse quadro se deve a defei¬ 
tos nas proteinas que constituem a membrana, 
principalmente as proteinas anquirina, banda 3, 
[3-espectrina, a-espectrina e proteina 4.2. 111 

A forma mais frequente de esferocitose here¬ 
ditaria (80% dos casos) apresenta heranga autos- 
somica dominante, enquanto a forma autossomi- 
ca recessiva e encontrada nos casos restantes 
(20%). A forma dominante apresenta grande va- 
riabilidade clinic a e boa resposta a esplenectomia; 
ja a forma recessiva pode apresentar anemia dis- 
creta (individuos heterozigotos) ou anemia inten- 
sa em homozigotos. 112 

O defeito genetico mais comum na transmis- 
sao dominante e uma mutagao no gene da anqui¬ 
rina (50% dos casos), seguido de mutagdes no 
gene da [3-espectrina (30%) e no gene da proteina 
de membrana banda 3 (cerca de 20%). As formas 
recessivas associam-se particularmente com a he- 
terozigose para mutagao da a-espectrina, mas 
tambem com mutagoes dos genes da banda 3, da 
[3-espectrina e da proteina 4.2 (Figura 7.50). 6 

Os esferocitos, em sua maioria, ficam retidos no 
bago, causando seu acumulo na polpa esplenica. 
Esta estase eritrocitaria e o verdadeiro mecanismo 
fisiopatologico dahemolise observadana esferocito¬ 
se hereditaria. No ba^o, o esferocito tern disponibili- 
dade diminuida de glicose, o que cria um ambiente 
metabolicamente estressante, sendo facilmente fa- 
gocitado pelos macrofagos, o que amplifica o estado 
hemolitico. Os esferocitos que conseguem passar 
pelo ba^o perdem uma parte de sua membrana. 



FIGURA 7,50 Principals deficiencias de proteinas 
de membrana eritrocitaria que causam a 
esferocitose hereditaria. 


Liberagao de microvesiculas 


1. Deficiency de 
anquirina e espectrina 


2. Deficiency de 
banda 3 e proteina 4.2 


Esferocito 


Liberagao de microvesiculas 


Fonte: Adaptada de Gallagher. m 


transformando-se em micro esferocitos (Figura 
7.51), que apresentam CHCM acima de 35g/L. 112 


Fagocitose: —^ Ftemolise 

macrofagos 



Formagao do microesferocito 
CHCM: elevada 


FIGURA 7.51 Mecanismo de formagao do 
microesferocito. 


Fonte: Adaptada de Gallagher . 111 

Os sintomas clinicos sao muito variaveis: o 
paciente pode apresentar anemia de discreta a in- 
ten sa, ou nao ter anemia, ictericia intermitente e 
esplenomegalia. O quadro clinico da doenga (ane¬ 
mia variavel, ictericia e esplenomegalia) pode se 
manifestar ao nascimento, na infancia e mesmo 
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em idade avan^ada. A esferocitose pode ser classi- 
ficada clinicamente em leve, moderada e inten- 
sa. 33 A esferocitose leve ocorre em 20 a 30% dos 
pacientes que apresentam um padrao de heran^a 
autossomico dominante. Nao apresentam anemia 
porque a hemolise e cronica e compensada: a me- 
dula ossea consegue equilibrar o que esta sendo 
destruido com o aumento da produ^ao e a esple- 
nomegalia e pouco evidente ou ausente. Esses pa- 
cientes geralmente sao diagnosticados quando 
apresentam um quadro hematologico de crise de 
hemolise ou de aplasia de medula ossea. No qua¬ 
dro de anemia moderada, o paciente apresenta 
uma hemolise cronica, os esferocitos sao observa- 
dos na extensao sanguinea, o paciente apresenta 
esplenomegalia e ictericia, o que ocorre em apro- 
ximadamente 60 a 75% dos casos de esferocitose 
hereditaria. No quadro de anemia intensa, a he- 
moglobina esta muito baixa (abaixo de 6 g/dL), o 
paciente apresenta ictericia, esplenomegalia e os 
esferocitos estao presentes em grande quantidade 
na extensao sanguinea. A Figura 7.52 demonstra 
as varias apresenta^oes clinicas e laboratoriais da 
esferocitose hereditaria. 

Caracterfsticas laboratoriais 

Os achados laboratoriais da esferocitose sao muito 
variaveis devido a complexidade das muta^oes ge- 
neticas que a originam. Dependendo da anorma- 
lidade genetica, pode haver anemia hemolitica ou 
hemolise compensada, com a extensao sanguinea 
demonstrando graus variados da presen£a dos es¬ 
ferocitos. Nos casos leves, os esferocitos nao sao 
abundantes, enquanto nos estados graves sua pre¬ 
sent e abundante, cursando com policromatofi- 


lia e macro citos policromaticos. A Figura 7.53 
ilustra a presen^a marcante de esferocitos em uma 
extensao sanguinea. 



FIGURA 7.53 Morfologia dos esferocitos. 


A CHCM esta aumentada como resultado da 
desidrata^ao celular leve, e este aumento nao e 
afetado pela esplenectomia. O VCM e muito vari- 
avel, podendo ser muito baixo ou tao alto quanto 
125 fL, o que depende da quantidade de reticulo- 
citos. Como o VCM tern esta ampla varia<~ao, a 
HCM tambem apresenta perfil inconstante. A va- 
ria^ao da contagem esta ilustrada na Figura 7.52 e 
e dependente na altera^ao genetica envolvida. 

Os esferocitos apresentam fragilidade osmoti- 
ca aumentada pela baixa rela^ao da area da super- 
ficie da membrana com o seu volume. Os esferoci¬ 
tos tern pequena capacidade de suportar a entrada 
de agua quando eles sao submetidos a soloes hi- 
potonicas. A concentraifao salina na qual a hemo- 
lise come^a varia de aproximadamente 0,5 a 0,7 g/ 
dL. O grau da fragilidade osmotica correlaciona-se 


Parametros 

laboratoriais 


Hemoglobina (g/dL) 


Reticulocitos (%} 


Bilirrubina (mg/dL) 


Extensao sanguinea 


Fragilidade osmotica 


Portador 

assintomatico 


Normal 


1,0-3,0% 


0 - 1,0 


Normal 


Normal 


Esferocitose 

leve 


11 a 15 g/dL 


3,0-8,0% 


1 - 2,0 


Poucos 

esferocitos 


Normal ou 
ligeiramente 
aumentada 


Esferocitose 

moderada 


8-12 g/dL 


± 8 % 


±2,0 


Esferocitose 


Aumentada 


Esferocitose 
moder. severa 


6-8 g/dL 


> 10 % 


2-3,0 


Esferocitose 


Aumentada 


Esferocitose 

severa 


< 6 g/dL 


10 % 


>3 


Esferocitose 
e pecilocitose 


Aumentada 


FIGURA 7.52 Caracterfsticas laboratoriais nas varias formas clinicas da esferocitose hereditaria. 
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bem com a intensidade da esferocitose; portanto, 
nos portadores assintomaticos e leves, a curva da 
fragilidade osmotica pode apresentar-se normal. 
Os nlveis sericos de bilirrubina nao conjugada es- 
tao aumentados, e o teste de Coombs e negativo. A 
medula ossea apresenta hiperplasia eritroide. 

Complicates na esferocitose hereditaria 
Os pacientes com esferocitose hereditaria apresen- 
tam tres situates que comprometem a qualidade 
de vida e que muitas vezes podem apresentar um 
quadro clinico grave: crise hemolitica, crise aplas- 
tica e crise megaloblastica. 68 A crise de hemolise 
caracteriza-se por uma hemolise abrupta que pode 
ser grave, caracterizada por esplenomegalia, icte- 
ricia, que da da concentrat^ao de hemoglobina, re- 
ticulocitose e aumento de esferocitos no sangue 
periferico. Dependendo da intensidade da crise de 
hemolise, a medula ossea libera reticulocitos mui- 
to jovens para a circula^ao, e o VCM pode aumen- 
tar, caracterizando um quadro de pseudomacro ci- 
tose que geralmente nao ultrapassa valores acima 
de 105 fL.3i 

Este quadro pode ser exemplificado em pa¬ 
cientes portadores de esferocitose hereditaria que 
fora dos perlodos de crise cursam com concentra¬ 
te de hemoglobina normal; porem, nos momen- 
tos crfticos, clinicamente os pacientes apresentam 
ictericia, esplenomegalia, cansa^o e mal-estar, 
com VCM e CHCM aumentados, policromatofi- 
lia, reticulocitose, bilirrubinemia e numerosos 
esferocitos na extensao sanguinea. 

A crise aplastica esta relacionada com infec- 
^oes virais, e o agente viral mais comum e o par¬ 
vovirus B19, 35 que infecta os progenitores eritroci- 
tarios, comprometendo a proliferat^ao e a 
diferencia^ao celular. A crise aplastica esta rela¬ 
cionada com um quadro de pancitopenia que 
pode levar a um quadro de anemia intensa. 57 

A crise megaloblastica esta relacionada com o 
consumo dos estoques de folato, o que pode ocor- 
rer pelas frequentes crises de hemolise. 57 E inte- 
ressante notar que durante a crise megaloblastica 
o paciente apresenta um quadro caracteristico de 
anemia macrocitica megaloblastica, mas podem 
ser vistos esferocitos no sangue periferico. 

O teste da fragilidade osmotica e utilizado para 
o diagnostico da esferocitose e mostra um aumento 
da curva da fragilidade tanto no teste imediato 
quanto na pos-incuba^ao (37 °C por 24 horas). O 
esferocito nao e observado somente na esferocitose, 
mas tambem em outras patologias, como a anemia 


hemolitica mediada por anticorpos e, nestas pato¬ 
logias, a fragilidade mostra-se aumentada. Um tes¬ 
te mais especifico e a eletroforese de proteinas de 
membrana que detecta e quantifica a proteina defi- 
ciente, e mais especifico ainda e a detec^ao da mu- 
ta^ao genica por biologia molecular. 

O tratamento para esses pacientes e a esple- 
nectomia, a qual nao cura o paciente, pois este 
continuara a produzir esferocitos, mas sem o ba<po 
nao ocorrera hemolise extravascular. A necessida- 
de da esplenectomia deve ser avaliada para cada 
paciente levando em conta as manifesta^oes clini- 
cas da doen^a e a idade do paciente. 

Eliptocitose hereditaria 

A eliptocitose e uma doen^a de carater autossomi- 
co dominante e sua frequencia tende a ser maior 
do que a esferocitose hereditaria. Estudos epide- 
miologicos indicam que, na regiao norte da Euro- 
pa, a incidencia da eliptocitose e duas vezes maior 
que a esferocitose hereditaria. Em mais de 30% da 
popula^ao aborigene do sudeste asiatico a elipto¬ 
citose hereditaria esta presente. No geral, um caso 
de eliptocitose hereditaria ocorre a cada 5 mil nas- 
cimentos. 112 A eliptocitose hereditaria pode ser 
classificada, de maneira geral, em quatro grandes 
grupos: (1) eliptocitose hereditaria comum; (2) pi- 
ropoiquilocitose; (3) eliptocitose esferocitica; e (4) 
eliptocitose estomatodtica (Quadro 7.8). 


QUADRO 7. 8 Formas cl micas da eliptocitose 
hereditaria 


As proteinas envolvidas nessas patologias sao 
espectrina, proteina 4.1 e glicoforina C. A espectri- 
na participa tanto das intera^oes verticals quanto 
das horizontals; a proteina 4.1 participa das intera- 
9 oes horizontal; e a glicoforina C, das verticals. As 
altera^oes mais comuns estao relacionadas com 
muta^oes no gene da espectrina, seguidas de muta- 
9 oes na proteina 4.1 e, por fim, as da glicoforina C. 


Eliptocitose congenita comum 

■ Assintomatica 

■ Hemolise moderada 

■ Hemolise esporadica 

■ Hemolise cronica 
Piropoiquilocitose congenita 

■ Hemolise intensa 
Eliptocitose esferocitica 

■ Heterozigota 

■ Homozigota 

Eliptocitose estomatodtica 

■ Ovalocitose asiatica 
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O eliptocito forma-se na corrente circulatoria, nao 
sendo liberado nesta forma da medula ossea, ad- 
quirindo essa forma apos passar pelos sinusoides 
do ba^o ou pela microcircula^ao. 57 


m 


iliptocitose hereditaria comum: £ a forma 


mais frequente de eliptocitose hereditaria 
em nosso meio e tern expressividade clinica 
que varia de totalmente assintomatica a ca- 
sos de hemolise intensa. 112 Episodios de he¬ 
molise esporadica sao observados em al- 
guns individuos durante infec^oes, na 
gravidez, no puerperio ou quando a micro- 
circulaifao fica comprometida, por exem- 
plo, por esplenomegalia, coagula^ao intra¬ 
vascular disseminada ou na PTT. 


Caracteristicas laboratoriais 

A patologia e, muitas vezes, descoberta pela visu- 
aliza^ao de muitos eliptocitos na extensao sangui- 
nea (variando entre 15 a 100%). A concentra^ao de 
hemoglobina e as constantes corpusculares 
(VCM, HCM e CHCM) sao normais. A contagem 
de reticulocitos geralmente nao esta aumentada, e 
nos casos de crises hemolfticas o RDW pode ele- 
var-se. Como a gravidade da eliptocitose varia 
consideravelmente, sinais de hemolise podem ser 
evidenciados, como policromatofilia e eleva^ao na 
contagem de reticulocitos. 6 Em torno de 5 a 20% 
dos casos ocorre uma anemia hemolitica que varia 
de moderada a intensa com hemoglobina varian¬ 
do de 9 a 12 g/dL e contagem de reticulocitos entre 
20 a 25%. 57 

■ Piropoiquilocitose hereditaria: £ uma do- 

en^a de heran^a autos somica recessiva, rara, 
que se caracteriza por anemia hemolitica in¬ 
tensa com presen^a de micro e sferocitos, mi- 
croeliptocitos e piropoiquilocitos. Em fun- 
$ao dos piropoiquilocitos, o VCM pode ser 
extremamente baixo (entre 30 a 50 fL), a he¬ 
moglobina fica entre 5 a 9 g/dL, a contagem 
de reticulocitos entre 13 a 35%, e o RDW 
apresenta eleva^ao. 57 O nome dessa doen^a 
vem do fato de os eritrocitos normais supor- 
tarem uma temperatura de ate 49°C. Na pi¬ 
ropoiquilocitose, os eritrocitos fragmentam- 
-se em temperaturas entre 45 a 46 °C. 32 A 
fragilidade osmotica esta aumentada. 31 

■ Eliptocitose esferocitica: Este termo e 
utilizado para descrever uma variante da 
eliptocitose que e caracterizada morfologi- 
camente por celulas que sao mais arredon- 
dadas do que micro esferocitos e micro elip¬ 


tocitos. Sao observados na extensao 
sanguinea tanto eliptocitos quanto esferoci¬ 
tos. Os individuos afetados apresentam 
processo hemolitico nao compensado e pre- 
disposit^ao para crises aplasticas. Como na 
esferocitose hereditaria, a fragilidade osmo¬ 
tica e aumentada. Estudos em algumas fa- 
mllias portadoras da doen 9 a apontaram 
para a deficiencia da proteina 4.1. Como 
tratamento, indica-se a esplenectomia, que 
na maioria dos casos e curativa. 113 
Ovalocitose Tambem denominada 

ovalocitose hereditaria, e um disturbio dis- 
tinto e homogeneo que ocorre na Nova Gui- 
ne, nas Ilhas Salomao, em popula^oes da 
Indonesia e das Filipinas. A hera^a e au- 
tossomica dominante. O defeito genetico e a 
dele^ao no gene da banda 3, que causa a li- 
ga^ao desta proteina com a anquirina, redu- 
zindo sua mobilidade e rigidez. Na maioria 
dos casos, nao ha anemia. Os eritrocitos sao 
redondos ou ovais e e comum a presen^a de 
estomatocitos na extensao sanguinea. 6 


Estomatocitose hereditaria 

Os estomatocitos sao eritrocitos que apresentam 
uma fenda central ou estroma em vez de uma area 
circular de palidez. O aumento do numero de esto¬ 
matocitos ocorre em dois grupos distintos, ambos 
caracterizados por doen^a hemolitica leve a mode¬ 
rada, (1) uma associada com aumento na concentra- 
9 ao intracelular de sodio e agua e redu^ao do potas- 
sio e (2) outra associada a ausencia de antigenos do 
grupo sanguineo Rh (fenotipo do Rh nulo). 113 E 
uma doen^a que se caracteriza por hemolise croni- 
ca, mas discreta. O VCM esta aumentado, a CHCM 
esta normal ou diminuida, e o sangue periferico 
pode apresentar de 10 a 50% de estomatocitos. 57 A 
fragilidade osmotica esta aumentada na maioria 
dos casos, mas ja foram descritos casos de estoma¬ 
tocitose com fragilidade osmotica normal. 113 

O antigeno Rh e impor- 
tante para a integridade funcional dos eritro¬ 
citos e sua ausencia predispoe a celula a mu- 
dar a sua forma. A doen^a e caracterizada 
por anemia hemolitica normocromica, nor- 
mocitica leve. Os estomatocitos sao observa¬ 
dos em abundancia na extensao sanguinea e 
a fragilidade osmotica e aumentada. 113 


O Quadro 7.9 demonstra as principais carac¬ 
teristicas hematologicas dos principais disturbio s 
geneticos de membrana eritrocitaria. 
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QUADRO 7.9 Criterios hematologicos das principals membranopatias 


Esferocitose hereditaria 


Eliptocitose hereditaria 


Piropoiquilocitose hereditaria 


Estomatocitose hereditaria 


Esferocitos 

Ovalocitos 

Eliptocitos 

Dacriocitos 

Esquizocitos 

Esferocitos 

Estomatocitos 


Normal ou diminuido 


Normal ou diminuido 


Aumentada 


Normal ou aumentada 


Aumentada 


Normal 


Muito diminuido 


Muito elevada 


Muito aumentada 


Normal ou elevado 


Diminuida 


Aumentada 


Altera^oes na composigao lipfdica 
da membrana eritrocitaria 

Sao conduces raras e caracterizadas por altera- 
^des na estrutura lipfdica da membrana eritro¬ 
citaria. Destacam-se neste grupo a (1) deficiencia 
congenita da lecitina colesterol acil transferase 
(LCAT), (2) a abetalipoproteinemia e (3) acantoci- 
tose hepatopatica. 

■ £ um transtorno au- 

tossomico dominante muito raro. A lecitina 
colesterol acil transferase e uma enzima que 
catalisa a transforma^ao dos acidos graxos 
em colesterol. Os individuos portadores da 
deficiencia de LCAT apresentam anemia de 
carater hemolftico discreto, e o achado 
morfologico mais abundante sao os codoci- 
tos, cuja membrana contem um grande 
conteudo de colesterol e fosfolipldeos. 

* rotein £ caracterizada 

por uma deficiencia na secre^ao hepatica de 
apolipoproteina B e se transmite de forma 
autossomica recessiva. Com a ausencia de 
apolipoproteina B, todas as fra^oes lipopro- 
teicas que a contem apresentam-se em 
quantidades diminuidas. Na membrana 
eritrocitaria, a altera^ao mais caracterfstica 
e o aumento da esfingomielina, que prova- 
velmente seja a causa da altera^ao na forma 
do eritrocito, conhecida como acantocito 
(spurr cells). A anemia e hemolitica de cara¬ 
ter discrete com grande quantidade de 
acantocitos na extensao sangufnea. 

Nos disturbios 
que afetam a fun^ao hepatica, pode ocorrer 
aumento da depos^ao de colesterol na 
membrana eritrocitaria, o que tambem 
pode causar anemia de carater hemolftico. 


Eritroenzimopatias 

O eritrocito contem muitas enzimas cruciais para 
manter a sua integridade. As vias enzimaticas mais 
importantes sao a via glicolitica, que fornece ener- 
gia, e o shunt da pentose que protege contra o dano 
oxidante. Existem ainda outras enzimas relaciona- 
das ao metabolismo dos nucleotfdeos. Deficiencias 
em qualquer das vias podem causar anemia hemo¬ 
litica hereditaria nao esferocitica. 6 As altera^oes na 
via das pentoses e do metabolismo da glutationa 
dao origem a sindromes hemoliticas que tern em 
comum a gera^ao comprometida de glutationa re- 
duzida (GSH) e possuem como consequencia a des- 
natura^ao oxidativa da hemoglobina e de outras 
proteinas do eritrocito. As crises hemoliticas geral- 
mente iniciam-se por certos farmacos, infec 9 oes e 
outros fatores extrinsecos ao eritrocito. A mais bem 
caracterizada das enzimopatias e a deficiencia da 
glicose-6-fosfato desidrogenase (G-6-PD). 

Deficiencia da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6-PD) 

A G6-PD tern como fun 9 ao essencial a redu 9 ao da 
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato 
(NADP) a NADPH, necessaria para a redu 9 ao da 
GSSG a GSH. O gene que determina a G6-PD esta 
localizado no cromossomo X, com estrutura con- 
tendo 13 exons, que codificam uma proteina de 
515 aminoacidos. A deficiencia de G6-PD e o dis¬ 
turbs metabolico mais comum nos eritrocitos, 
tendo distribu^ao global, porem com maior inci- 
dencia nas zonas tropical e subtropical do hemis- 
ferio oriental. A incidencia da deficiencia da G6- 
-PD e de aproximadamente 20% nos negros 
africanos de aldeias denominadas BAN, 12% nos 
negros americanos e 8% nos negros brasileiros. 
Devido a alta incidencia da deficiencia de G6-PD 
em regioes endemicas de malaria, considera-se 
que ess a deficiencia confere uma vantagem seleti- 
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va contra a infec^ao. Poucos levantamentos popu- 
lacionais tem considerado os polimorfismos gene- 
ticos da deficiencia de G6-PD, mas tem sido 
sugerido que, na Africa, a deficiencia e resultado 
da variante denominada A- e que, nos paises do 
Mediterraneo, e resultado do polimorfismo deno- 
minado G6PD Mediterranea, uma variante da 
classe II da G6PD. 114 - 115 

A finalidade da G6-PD e manter os niveis de 
glutationa reduzida (GSH) elevados; com isso, os 
radicals livres (H 2 0 2 ) que se formam no eritrocito 
sao transformados em agua, evitando, desta for¬ 
ma, o estresse oxidativo. E uma doen$a de heran^a 
ligada ao sexo (cromossomo X) que afeta 400 mi- 
Ihoes de pessoas e e considerada a doen<j:a metabo- 
lica mais comum dos eritrocitos. 68 £ uma doen^a 
com muitas variante s descritas e que se caracteri- 
za por crises de hemolise quando o paciente e sub- 
metido a agentes oxidantes, como medicamentos, 
fava do feijao e frente a processos infecciosos. A 
enzima normal e designada por G6-PD B. A Orga- 
niza^o Mundial da Saude classifica a deficiencia 
da G6-PD em classes de I a V. A classe I inclui os 
pacientes que apresentam deficiencia enzimatica 
grave e anemia hemolitica cronica. A classe II per- 
tencem os pacientes com deficiencia enzimatica 
grave, mas com hemolise intermitente. Os da clas¬ 
se III tem deficiencia enzimatica moderada com 
hemolise intermitente associada a medicamentos 
e drogas. Os pacientes da classe IV sao mutantes 
para G6-PD, mas nao tem deficiencia enzimatica e 
nem hemolise. Os da classe V apresentam uma 
concentra^ao aumentada da enzima, tanto os pa¬ 
cientes da classe IV quanto os da V sao assintoma- 


ticos. A Tabela 7.10 resume as caracteristicas da 
classifica^ao das deficiencias de G6-PD. 

O Qoadro 7.11 mostra os medicamentos que 
estao associados a hemolise nos pacientes das 
classes I, II e III. 


QLIADRO 7.11 Medicamentos que estao associados 
com hemolise em pacientes com deficiencia de G6-PD 
das classes I, It e III 


■ Acetanilida 

■ Primaquina 

■ Furazolidona 

■ Sulfacetamida 

■ Azul de metileno 

■ Sulfa metoxazol 

■ Acido nalidixico 

■ Sulfanilamida 

■ Naftaleno 

■ Sulfapiridina 

■ Nitrofurantoina 

■ Tiazolsulfona 

■ Fenazopiridina 

■ Azuldetoluidina 

■ Fenithidrazina 

■ Trinitrotolueno 


A indu^ao de hemolise tambem esta associada 
a infec^oes e, entre os agentes infecciosos induto- 
res de hemolise estao: salmonela, Escherichia coli, 
estreptococo p-hemolitico, riquetsias e virus da 
hepatite. A exposi^ao a Viciafava, especie de fei¬ 
jao, tambem esta descrita na indu^ao a hemolise. 68 

A patofisiologia da G6-PD esta correlacionada 
com o tempo de meia-vida da enzima, que em si¬ 
tuates fisiologicas e de 62 dias e garante a produ- 
9 ao de NADPH para o tempo de meia-vida do eri¬ 
trocito. O tempo de meia-vida da enzima pode 
chegar a 13 dias, o que nao garante suprimento de 
NADPH para a meia-vida eritrocitaria. Na medi- 
da em que a concentra^ao de NADPH diminui, 
caem tambem os niveis de GSH e estabelece-se 
um quadro de estresse oxidativo com consequente 


QUADRO 7.10 Classificagao da deficiencia de G6-PD 
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desnatura^ao da hemoglobina, que forma os cor- 
pos de Heinz. O heme e separado da hemoglobi¬ 
na, a cadeia de globina desnatura e esta desnatura- 
^ao forma os corpos de Heinz, que se unem a 
grupos sulfidril da membrana eritrocitaria, tor- 
nando o eritrocito rigido e sem maleabilidade. A 
consequencia desta altera^ao e a fagocitose pelo 
sistema mononuclear fagocitario, caracterizando 
o quadro de hemolise. Os corpos de Heinz for- 
mam-se durante os episodios de hemolise e nao 
sao revelados pelos corantes hematologicos de- 
vendo ser pesquisados por colora^ao supravital 
com metilvioleta. 

Os pacientes sao sintomaticos somente nos epi¬ 
sodios de crise de hemolise, e durante estas crises, 
a hemoglobina pode cair a niveis entre 3 e 4 g/dL. 71 
A anemia que se instala e normodtica e normocro- 
mica com policromatofilia, esferocitos e corpos de 
Heinz. Pode ocorrer hemolise intravascular com 
presen^a de hemoglobinuria e hemosiderinuria. O 
quadro de hemolise inicia entre 2 e 4 dias apos a 
ingestao ou presen^a do agente oxidante; a reticu- 
locitose esta presente apos o quinto dia de exposi- 
$ao e atinge o seu pico maximo entre o 7° e o 10° 
dia. 68 O diagnostico laboratorial definitivo e a do- 
sagem da enzima G6-PD, porque a presen^a de 
corpos de Heinz nao e exclusiva dessa deficiencia. 

Deficiencia da piruvatoquinase (PK) 

E uma doen^a de heran^a autossomica recessiva 
que tern o gene localizado no cromossomo 15 
(15q22). A patofisiologia da PK esta baseada na di- 
minui^ao da produipao de lactato e piruvato com 
acumulo de metabolitos intermedia rios da via de 
Emb den-Meyerhof, especificamente na degrada- 
^ao anaerobia da glicose, com diminui^ao da pro- 
du^ao de ATP. 68 A queda na produ^ao de ATP 
compromete a bomba de sodio e potassio, fazendo 
com que a celula perca agua e potassio resultando 
em desidrata^ao, altera^ao da forma e forma^ao 
de espiculas. 68 A perda da maleabilidade determi- 
na que a celula seja sequestrada pelo sistema mo¬ 
nonuclear fagocitario, o que caracteriza o quadro 
de hemolise. O heterozigoto e assintomatico. No 
homozigoto, a anemia que se instala e normodti¬ 
ca e normocromica com concentra^ao de hemo¬ 
globina variando entre 6 a 12 g/dL, reticulocitose 
que pode chegar ate 15%, e a extensao sanguinea 
mostra equinocitos. Nao ha formaq:ao de corpos 
de Heinz. O diagnostico laboratorial definitivo e 
feito pela dosagem da piruvatoquinase. 


Hemoglobinas instaveis 

As hemoglobinas instaveis sao de hera^a autosso¬ 
mica dominante, e os mutantes expressam somen¬ 
te o estado heterozigoto. As muta$oes alteram os 
aminoacidos que sao os responsaveis pelos pontos 
de contato entre as cadeias a e [3, modificam o con- 
tato entre o heme e a globina e/ou a format ao da 
cadeia de globina. Em qualquer das situates des- 
critas, ocorre uma desnatura^ao da globina com 
forma 9 ao de corpos de Heinz com consequente 
hemolise. O quadro clinico e bastante variavel 
porque depende da variante que o paciente apre- 
senta, em que ja foram descritas mais de 125 va- 
riantes de hemoglobina instavel. Nas formas mais 
graves da doen^a, a hemoglobina esta em torno de 
7,0 g/dL, com presen 9 a de policromatofilia, esqui- 
zocitos, esferocitos e ponteados basofilos com pes- 
quisa de corpos de Heinz positiva. 

Anemias hemoliticas adquiridas 

As anemias hemoliticas adquiridas possuem varias 
etiologias, mas, no geral, o mecanismo de lesao ao 
eritrocito e extravascular, podendo ser na forma de 
anticorpos plasmaticos que atuem sobre a mem¬ 
brana eritrocitaria, seja pela fragmenta^ao meca- 
nica do eritrocito, ou pela a^ao de varios agentes, 
como bacterias, parasitas, calor ou press ao. 

Anemias hemohticas adquiridas 
com mecanismo imune 

As anemias hemoliticas autoimunes sao causadas 
por autoanticorpos. Ja nas sindromes hemoliticas 
em que o antigeno e da mesma especie do anticor- 
po, o anticorpo desenvolvido e um isoanticorpo, e 
as anemias hemoliticas causadas por ele estao re- 
lacionadas com a doen^a hemolitica do recem- 
-nascido (DHRN) e com as rea^oes hemoliticas 
transfusionais. 31 Anticorpos podem ser produzi- 
dos por alguns farmacos que desenvolvem as cha- 
madas anemias imunomedicamentosas. 

Anemias hemoliticas autoimunes 

A anemia hemolitica autoimune e caracterizada 
por um desequillbrio do sistema imune no qual o 
organismo produz anticorpos (autoanticorpo) 
contra a membrana eritrocitaria (Figura 7.54). A 
origem deste processo pode ser secundaria a uma 
doen^a de base ou iniciar-se de forma espontanea 
sem uma causa aparente, o que classifica o evento 
como idiopatico. 112 A gravidade clinica da doen^a 
e muito variavel e depende do tipo de anticorpo 
envolvido, de sua concentra^ao plasmatica e se 
possui ou nao a capacidade de fixar o complemen- 
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FIGURA 7.54 Mecanismo geral de hemolise nas anemias hemoliticas adquiridas. 


to (C3b e C4). Os principals anticorpos envolvidos 
sao do tipo IgG, IgM e, mais raramente, o IgA. 

Os anticorpos envolvidos nas anemias autoi- 
munes tern sua atividade hemolitica dependente 
da temperatura, e por isto sao classificados em: a) 
anticorpos quentes, com atividade a 37°C; b) anti¬ 
corpos frios ou crioaglutininas, que agem em tem- 
peraturas que variam entre 0 a 20 °C; e c) anticor¬ 
pos conhecidos como Donath-Landsteiner, que 
fixam-se a membrana eritrocitaria em baixas 
temperaturas e causam hemolise a 37°C. 

* Autoant Sao anticorpos quen¬ 

tes com capacidade de fixar complemento 
(C3b). Nas anemias autoimunes, predomi¬ 
nant os subtipos IgGl e IgG3, que sao classi¬ 
ficados como anticorpos incompletos por 
nao produzirem aglutinat^ao espontanea 
dos eritrocito s, necessitando da fixaifao do 
complemento. Sao anticorpos com especifi- 
cidade anti-Rh. Seu mecanismo de a£ao 
consiste em primeiramente opsonizar a 
membrana eritrocitaria para poster iormen- 
te ativar o complemento, causando hemoli¬ 
se intravascular aguda, seguida de hemolise 
extravascular pelo reconhecimento dos eri- 
trocitos pelos macrofagos . 112 

■ Sao anticorpos com- 

pletos que nao necessitam da ativa^ao do 
complemento para a aglutina^ao dos eritro- 
citos tanto in vivo quanto in vitro e que cau¬ 
sam hemolise em baixas temperaturas . 112 
Sao comumente chamados de criaglutini- 
nas e, apesar de serem completos, tern sua 
a^ao hemolitica baseada na fixa^ao do com¬ 
plemento. Sao anticorpos com especificida- 
de anti-I e anti-i. A produfao de criaglutini- 
nas pode ser um fenomeno subito, como os 
anticorpos policlonais produzidos apos in- 
fec 9 oes, como a mononucleose infecciosa 
(anti-i) ou a infec^ao por Mycoplasma (anti- 
-I). A produ^ao tambem pode ser cronica 
quando um clone de linfocitos neoplasicos 


■ 


produz uma aglutinina fria monoclonal. As 
caracteristicas clinicas principals sao cia- 
nose e isquemia perifericas quando ha ex¬ 
po si^ao ao frio . 6 


Autoanticorpo IeG de Donath-Landstei- 

R C7 

E um anticorpo do tipo IgG frio, por- 
que se une ao eritrocito em baixas tempera¬ 
turas (< 20 °C), porem ativa o complemento 
em temperatura maiores (37°C). Apresenta- 
-se clinicamente como uma anemia hemoli¬ 
tica intensa com hemoglobinuria com espe- 
cificidade anti-P. 


Anemia hemolitica autoimune comum 
(anticorpos quentes IgG) 

E a forma mais comum de anemia hemolitica au¬ 
toimune que tern maior frequencia em individuos 
adultos acima dos 40 anos de idade. De uma for¬ 
ma geral, metade dos casos e idiopatica, sem ne- 
nhuma causa aparente, enquanto a outra metade e 
relacionada com doen^as de base e curs a de forma 
cronica. Entre as patologias que provavelmente 
estimulam a produ^ao dos autoanticorpos desta- 
cam-se as sindromes linfoproliferativas cronicas, 
como a leueemia linfoide cronica e ou mieloma 
multiple, o lupus eritematoso, a esclerodermia sis- 
temica, a artrite reumatoide e a purpura trombo- 
citopenica idiopatica. 

Os eritrocitos sensibilizados pelos anticorpos 
quentes IgG sao removidos tanto integralmente 
quanto em partes pelas celulas fagociticas do ba^o 
e, em menor grau, do figado. A remo^ao de peda- 
90 s da membrana leva a forma^ao dos esferocitos 
(Figura 7.55). 

Caracteristicas laboratoriais 

Os valores de hematocrito e hemoglobina variam 
de acordo com a intensidade do processo hemoli- 
tico. O VCM geralmente e macro citico, refletindo 
a presen^a dos reticulocitos. A extensao sangui- 
nea demonstra consideravel policromatofilia e 
anisocitose, alem de esferocitos, esquizocitos e, 
em casos nos quais o estado hemolitico e de longa 
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FIGURA 7.55 Forma^ao dos esferocitos nas anemias hemoliticas autoimunes. 


dura^ao, podem ser observados dacriocitos . 116 A 
observa^ao de neutrofilos ou monocitos que fago- 
citam os eritrocitos tem grande valor diagnostico. 
Alguns pacientes apresentam plaquetopenia imu- 
ne associada, o que e denominado de Sindrome de 
Evans. Em instrumentos sensiveis as altera 9 oes da 
CHCM, esta constante mostra-se elevada de for¬ 
ma caracterlstica (valores acima de 36%). Na linha 
Advia 120 e 2120 , o citograma pode ser muito util 
para identificar tanto os reticulocitos (macrocitos 
hipocromicos) quanto os esferocitos (hipercromi- 
cos) (Figura 7.56). 



RBC/VHC 


FIGURA 7.56 Citograma liberado pelos 
anaiisadores Advia 120 e 2120. a) eritrocitos 
hipocromicas e macrociticas, provavelmente 
reticulocitos; b) eritrocitos hipercromicas, 
provavelmente esferocitos. Citograma caracteristico 
da anemia hemolitica autoimune. 


O exame morfologico da medula ossea mostra 
um padrao de hiper-regenera^ao eritroide, carac¬ 
teristico de hemolise e, em casos raros, sinal mega- 
loblastico, pela carencia de folato . 112 O nivel de bi- 
lirrubina indireta apresenta-se moderadamente 
elevado. Ocasionalmente, sao observados hemo- 
globinemia, hemoglobinuria em pacientes com he¬ 


molise aguda. A fragilidade osmotica esta aumen- 
tada em propor^ao a quantidade de esferocitos . 116 
* . o nb ret * e ind A confirma^ao 
diagnostica exige a realizaifao do teste da 
antiglobulina direta, ou teste de Coombs di- 
reto. Este teste consiste em misturar os eri¬ 
trocitos do paciente com o soro de Coombs 
(antianticorpos humanos) e observar a pre- 
sen^a ou nao de a glut in a 9 ao dos eritrocitos. 
A presen 9 a de autoanticorpos ou a fra 9 ao do 
complemento C3b na superficie eritrocitaria 
sera detectada pelos antianticorpos presen- 
tes no soro de Coombs. A prova de Coombs 
direta utiliza os eritrocitos do paciente 
como alvo diagnostico, enquanto a prova 
indireta pesquisa a presen 9 a de anticorpos 
no soro do paciente (Figuras 7.57 e 7.58). 
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FIGURA 7.58 Prova indireta de Coombs. 




























Serie vermelha - eritrograma: classifica^ao morfofisiologica das anemias 193 


A maior deficiencia do teste de Coombs e sua 
relativa insensibilidade. Reagentes comercializa- 
dos para uso na rotina laboratorial produzem rea- 
^oes positivas quando no minimo 300 a 500 anti- 
corpos se ligam a superficie dos eritrocitos. 
Por tanto, em rea 9 oes hemoliticas pequenas, o tes¬ 
te pode ser negativo. 116 Alem disso, o teste direto 
pode apresentar-se positivo em um a cada 10 mil 
individuos. O uso de sistemas automatizados me- 
lhora a sensibilidade do teste, permitindo a obser- 
va^ao da rea^ao a partir de 100 anticorpos por 
eritrocito. 112 

Pela grande quantidade de esferocitos que as 
anemias hemoliticas autoimunes podem apre sen- 
tar, o diagnostico diferencial deve ser feito entre 
elas e a esferocitose hereditaria. Em geral, o teste 
de Coombs e positivo nas autoimunes e negativo 
na esferocitose hereditaria. A fragilidade osmoti- 
ca, por estar aumentada nas duas situates, nao 
tern utilidade para a distin^o das duas situates. 

Anemia hemolitica autoimune por criaglutininas 

As anemias hemoliticas autoimunes tambem po¬ 
dem ser causadas por anticorpos que tern como 
pico de rea^ao temperaturas abaixo de 37°C e sao 
chamados de anticorpos frios ou crioglobulinas, 
geralmente da classe IgM. Essa doen£a pode ser 
primaria e estar relacionada com a sindrome da 
crioaglutinina, uma associa^ao de anemia hemo¬ 
litica com o fenomeno de Raynaud, ou acrociano- 
se. O fenomeno de Raynaud ocorre quando o pa- 
ciente esta exposto ao frio, e nas extremidades 
(microcirculat^ao) ocorre aglutina^ao dos eritroci¬ 
tos, causando isquemia (necrose) e, nos casos mais 
graves, gangrenas. 68 As partes do corpo mais afe- 
tadas sao nariz, orelhas e dedos dos pes e das 
maos. 68 A doen^a tambem pode ser de causa se¬ 
cundaria e geralmente ocorre em processos infec- 
ciosos (M. pneumoniae, monucleose infecciosa e 
doen^as virais) associada a leucemia linfocitica 
cronica e a linfomas. A aglutina^ao eritrocitaria 
ocorre tanto in vitro quanto in vivo e e reversivel 
com o aumento da temperatura. Pelo fato dessa 
aglutina^ao ocorrer in vitro devido a queda da 
temperatura, muitas vezes, a doen^a e diagnosti- 
cada durante a realiza^ao do hemograma (Figura 
7.59). 

Caracterfsticas laboratoriais 

Na anemia hemolitica induzida por crioaglutini- 
nas, a extensao sanguinea demonstra aglomera- 
dos de eritrocitos, numero variavel de esferocitos. 



FIGURA 7.59 Aglutinagao dos eritrocitos por 
criaglutininas. 


policromatofilia e macrocitos policromaticos. 
Quando a mononucleose infecciosa esta presente 
como causa das crioaglutininas, linfocitos atipi- 
cos sao visualizados na extensao sanguinea. A 
primeira suspeita da presen^a de crioaglutininas 
frequentemente provem de eleva^o es espurias do 
VCM, na HCM e na CHCM. Tanto os histogra- 
mas (impedancia) quanto os citogramas (laser) 
mostram duas popula^oes. O sangue aglutinado 
forma grumos que sao contados pelo aparelho 
como se fossem um unico eritrocito, ocasionan- 
do queda do volume globular e aumento do 
VCM. A dosagem de hemoglobina e normal, sen- 
do o unico valor real do eritrograma, e, em fun- 
^ao disto, os valores de HCM e CHCM sao muito 
discrepantes. Esta discrepancia no eritrograma 
chama a aten^ao para um quadro hematologico 
de crioglobulina. Se a mesma amostra sanguinea 
for aquecida a temperatura de 37 °C por um peri- 
odo de 15 minutos, a aglutina^ao desfaz-se, e os 
valores do eritrograma passam a ser reais. O 
quadro hematologico e o mesmo que para a ane¬ 
mia hemolitica autoimune por anticorpos a 
quente; neste caso, como a hemolise e intravas¬ 
cular, a hemoglobinuria e hemossidenuria po¬ 
dem estar presentes. O teste de Coombs direto e 
positivo, e o diagnostico e feito pela pesquisa de 
crioglobulinas, criofibrinogenio e pelo titulo de 
crioaglutininas. A Figura 7.60 ilustra o compor- 
tamento do VCM antes da incuba^ao a 37 °C 
(curva 3), a 26 °C (curva 2) e apos a incuba^ao a 
37 °C (curva 1) na presen^a de crioaglutininas. 
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FIGURA 7.60 Comportamento do VCM frente a 
presenga de criaglutininas. 


Curva 1, VCM de 85 fL apos a incubagao a 37 °C; curva 2, VCM de 
97 fL obtido a 26 °C; curva 3, VCM de 110 fL obtido a temperatura 
ambiente. 

Anemias hemoh'ticas adquiridas 
causadas por isoanticorpos 

Doenga hemolftica do recem-nascido (DHRN) 

A doenga hemolftica do recem-nascido constitui 
uma doenga autoimune singular. E caracterizada 
pela destruigao eritrocitaria durante a vida fetal e 
e causada por uma incompatibilidade de grupo 
sangufneo materno-fetal. O maior risco de DHRN 
ocorre na prole de uma mae Rh-negativa e um pai 
Rh-positivo. A mae pode desenvolver um anticor- 
po (anti-D) que esta dirigido contra o antigeno Rh 
(D) nos eritrocitos de neonatos. Este antigeno e 
her dado do pai. 

A DHRN tambem pode ser causada por mui- 
tos outros antigeno s eritrocitarios, porem sua fre¬ 
quence e muito menor. A incompatibilidade Rh 
(Rh-DHRN) e responsavel pela maioria dos casos 
moderados a graves, enquanto na incompatibili¬ 
dade que ocorre dentro do sistema ABO os sinto- 
mas sao mais brandos ou subclfnicos. Outros an- 
ticorpos desenvolvidos contra antfgenos 
erirocitarios, como Duffy, Kell, Kid e o sistema 
MNS podem estar envolvidos na DHRN. 

Varias condigoes devem ser preenchidas para 
que a DHRN ocorra; entre elas, as principals sao: 
A mulher deve ter sido exposta, quer por 
gravidez, quer por transfusao, a um antige¬ 
no eritrocitario que ela nao tenha; 


A exposigao antigenica deve ser suficien- 
te para causar imunizagao e produgao de 
anticorpo; 

O anticorpo deve ter a capacidade de atra- 
vessar a placenta e estar em concentragao 
suficiente para gerar a destruigao eritroci¬ 
taria; 

A crianga deve possuir o antigeno corres- 
pondente ao anticorpo materno. 

Durante a primeira gravidez, nao existe in¬ 
compatibilidade, sendo que o primogenito nao e 
afetado. As nascer, os eritrocitos do feto penetram 
na circulagao materna, a medida que a placenta se 
separa do utero. Esses eritrocitos podem ser reco- 
nhecidos como antigenicos e estimular o sistema 
imunologico materno a produzir anticorpo espe- 
cifico. Uma vez que a mae tenha produzido um 
anticorpo, toda a prole subsequente que herdar o 
antigeno do pai sera afetada. Na proxima gestagao 
com um feto incompativel, o anticorpo materno 
cruza a placenta e reage com o antigeno no eritro- 
cito fetal. O anticorpo ligado ao eritrocito causa 
hemolise durante toda a gestagao. Os niveis de an¬ 
ticorpo materno no feto atingem os niveis maxi- 
mos no nascimento. 117 Os anticorpos contra o an¬ 
tigeno D sao imunoglobulinas da classe IgG, as 
qua is atravessam a placenta e causam uma reagao 
hemolitica que varia de moderada a grave. 

O anticorpo materno fixado ao eritrocito fetal e 
reconhecido pelo sistema macrofagico do feto, sen¬ 
do o eritrocito removido, diminuindo sua sobrevi- 
da. A hemolise eritrocitaria no recem-nascido pro- 
voca anemia e bilirrubinemia, e, indiretamente, leva 
a hepatomegalia, esplenomegalia e cardiomegalia. 

Diagnostico laboratorial 

O diagnostico se baseia fundamentalmente napo- 
sitividade do teste direto e indireto de Coombs. 
Ambas as provas sao positivas devido a presenga 
de anticorpos tanto na superficie eritrocitaria 
quanto no plasma do individuo afetado. 112 A ane¬ 
mia estabelece-se porque ha um aumento da des¬ 
truigao eritrocitaria pelo sistema mononuclear 
fagocitario devido ao anticorpo ligado a membra- 
na eritrocitaria. Os valores da hemoglobina come- 
gam a cair nas primeiras 24 horas de vida, e a he¬ 
molise continuara ate que todo o anticorpo 
presente seja ret irado da corrente circulator ia. As 
IgG tern um tempo de meia-vida de aproximada- 
mente tres semanas. 32 O grau de anemia e propor- 
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cional a intensidade de hemolise, que se caracteri- 
za por ser extravascular com formagao de grandes 
quantidades de bilirrubina indireta. O recem-nas- 
cido (RN) apresenta uma baixa atividade enzima- 
tica para conjugar a bilirrubina indireta que se 
deposita nos tecidos, o que caracteriza o sintoma 
clinico de ictencia. A deposigao de bilirrubina no 
cerebro pode levar (dependendo da concentragao 
de bilirrubina indireta) a uma encefalopatia co- 
nhecida como kernicterus. Durante a vida intrau- 
terina, a bilirrubina e transportada por meio da 
placenta e eliminada via circulagao materna, mas, 
apos o nascimento, ela acumula-se no RN. 

O RN apresenta uma macrocitose fisiologica 
e, nessa anemia, devido a presenga de grandes 
quantidades de reticulocitos, a macrocitose pode 
tornar-se mais intensa. Pela intensa atividade da 
medula ossea em razao do processo hemolitico, 
pode ser liberado para o sangue grande numero 
de eritroblastos (eventualmente, podem ser ob- 
servados ate pro-eritroblastos); por este motivo, 
chamava-se este quadro hemolitico de eritroblas- 
tose fetal. 31 

■ DHRN por incompatibilidade do sistema 

Na imunizagao pelo grupo sangui- 
neo ABO, os anticorpos que predominam 
sao da classe IgM, que causam uma anemia 
hemolitica na maioria das vezes discreta ou 
moderada, mas podendo ser grave. Esses 
anticorpos nao atravessam a placenta, mas 
podem ser formadas pequenas quantidades 
de anticorpos da classe IgG, que cruzam a 
placenta e podem levar a reagao hemolitica 
grave. 31 A incompatibilidade pelo sistema 
sanguineo ABO e caracterizada por uma 
reagao hemolitica transfusional imediata 
porque o sistema ABO caracteriza-se por 
ter anticorpos naturais. Quando o eritroci- 
to incompativel esta presente na circulagao, 
a reagao antigeno-anticorpo e imediata 
porque o cor re a ativagao do sistema com- 
plemento com consequente lise eritrocita- 
ria; os anticorpos do tipo IgM ou IgG, com 
especificidade ABO, sao ativadores do 
complemento especificamente da via clas- 
sica. 68 Quando o anticorpo nao esta pre¬ 
sente no plasma, a reagao hemolitica ocorre 
posteriormente, em um periodo que pode 
variar entre 2 a 14 dias, porque o anticorpo 
vai ser produzido no bago apos este reco- 
nhecer o antigeno nao proprio. A maioria 


dessas rea^oes esta associada ao sistema 
Rh, Kell e Duffy e sao reagoes transfusio- 
nais chamadas de retardadas ou tardias. As 
alteragoes na extensao sanguinea sao as 
mesmas caracteristicas de quadros hemoli- 
ticos intra e extravasculares. 31 

Anemias hemofiticas extracorpusculares 
nao imunes 

Sao menos frequentes que as anemias hemoliticas 
de origem imune e sao distinguidas destas pela 
negatividade da prova dir eta de Coombs. To das as 
anemias deste grupo apresentam como caracteris- 
tica a agressao externa ao eritrocito. As principais 
causas estao correlacionadas a microangiopatias e 
a efeitos mecanicos. Agentes como bacterias, pa- 
rasitas ou disturbios metabolicos tambem podem 
causar esse tipo de anemia. 

Hemolise por fragmentagao mecanica 
intravascular 

Mesmo com a sua impress ionante capacidade de 
deformagao, em determinadas circunstancias, le- 
soes no sistema vascular podem alterar a dinami- 
ca circulatoria que produz a fragmentagao meca¬ 
nica do eritrocito. As principais causas de lesao 
mecanica podem ser classificadas em dois grupos: 
(1) lesoes do coragao e de grandes vasos; e (2) le- 
soes de pequenos vasos ou de microcirculagao. 

Nestas condigoes, observa-se uma intensa al- 
teragao na morfologia eritrocitaria, com destaque 
para a presenga de esquizocitos, queratocitos e 
micro esferocitos, que sao rapidamente eliminados 
pelo sistema macrofagico. Este tipo de fragmenta¬ 
gao mecanica e tambem observado na SHU e na 
PTT. A Figura 7.61 ilustra o mecanismo de for- 
magao dos microesferocitos, queratocitos e esqui¬ 
zocitos pela fragmentagao mecanica. 


Perda de membrana 


Esferodto 

O* 0 

* £) ■ 

♦ o 

O 2> 

Dobramento 
pela fibrina 

* 1 ■ 

Queratocito 

esquizocito 

* o 

Microesferdcito 

FIGURA 7.61 Mecanismo de fragmentagao 
mecanica que forma os queratocitos, esquizocitos e 
microesferocitos. 
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:: ANEMIAS NORMOCITICAS E 
NORMOCR0MICAS NAO HEMOLfTICAS 

Doencas hormonais 

Os hormonios produzidos pelo nosso organismo 
exercem uma a^ao sobre a eritropoiese que esta 
demonstrada na Figura 7.62. 

A incidencia de anemia nas doencas endocri- 
nas e baixa e, quando se instala, e de intensidade 
moderada e com morfologia pouco alterada, e 
nao ha altera^ao da serie branca e plaquetaria. 32 
No hipotireoidismo, em torno de 21 a 60% dos 
pacientes apresentam anemia e esta e devida a re- 
dut^ao da produ^ao celular e a diminui^ao da ne- 
cessidade de oxigenat^ao do organismo. A anemia 
caracteriza-se por ser uma adapta^ao fisiologica 
em que o organismo se adapta a redu^ao das ne- 
cessidades de oxigenio. 32 A anemia e normocitica 
e normocromica podendo apresentar uma ma- 
crocitose discreta, a hemoglobina raramente esta 
abaixo de 8 ou 9,0 g/dL e um achado morfologico 


e a presen<;a de acantocitos em 20% dos pacientes. 
Pode haver a instala^ao de uma anemia megalo¬ 
blastic a por deficiencia de fator intrinseco pelo 
desenvolvimento de um anticorpo contra fator 
intrlnseco ou contra celulas parietais; esses anti¬ 
corpo s sao desenvolvidos por mecanismo autoi- 
mune. A gravidade da anemia e proporcional ao 
deficit de vitamina B 12 . Tambem pode ser instala- 
da uma anemia microcitica e hipocromica por 
deficiencia de ferro, que na mulher ocorre pelo 
quadro de menorragia e, no homem, por aclori- 
dria (ver topico Ferro no Capitulo 5, Eritropoiese 
e metabolismo energetico do eritrocito). No hi- 
pertireoidismo, a anemia estabelece-se por uma 
eritropoiese ineficaz aumentada; o VCM pode 
estar normal ou microcitico. 32 A anemia afeta en- 
tre 10 a 25% dos pacientes e esta presente nas for¬ 
mas mais graves e prolongadas da doen^a. A do- 
en$a de Addison e um hipoadrenalismo em que 
ha diminui^ao da produ^ao do cortisol, e esta e a 
causa da anemia. 32 No hipogonadismo, por redu- 
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FIGURA 7.62 Agao dos hormonios sobre a eritropoiese. 
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9 ao da produ^ao de testosterona, ha uma dimi- 
nu^ao da concentra^ao de hemoglobina. 32 As 
anemias presentes na doen^a endocrina nao vao 
responder a tratamentos que visem a corre^ao da 
anemia, que ocorrera quando a produ^ao hormo¬ 
nal retornar aos niveis normais. 32 

Insuficiencia renal cronica 

Na insuficiencia renal cronica, a anemia instala-se 
pelo deficit da produ^ao de eritropoietina, e a in- 
tensidade da anemia e proporcional ao compro- 
metimento renal, £ uma anemia por falta de esti- 
mulo a eritropoiese e se caracteriza por ser 
normocitica e normocromica com altera^oes 
morfologicas discretas, com predominio de equi- 
nocitos. 32 A anemia e consequencia da perda da 
produ 9 ao da eritropoietina devido a falencia re¬ 
nal, que tambem causa reten^ao de liquidos com 
aumento do volume plasmatico. 32 A anemia e ab- 
soluta pela deficiencia de eritropoietina e relativa 
pelo aumento do volume plasmatico. Pelo aumen¬ 
to da concentraifao de ureia, ha uma diminui^ao 
da sobrevida eritrocitaria. A combina^ao dos fato- 
res, diminui^ao na produ^ao de eritropoietina, 
aumento do volume plasmatico e diminui^ao da 
sobrevida eritrocitaria leva a anemia. 32 E uma 
anemia de instala^ao lenta, que permite uma 
adapta^ao fisiologica a reduce da hemoglobina. 
Na medida em que a insuficiencia renal progride, 
aprodu^ao da eritropoietina e o estimulo a eritro¬ 
poiese diminuem, e o paciente vai se adaptando a 
niveis cada vez menores de hemoglobina, que po- 
dem chegar a valores abaixo de 5,0 g/dL. 32 Quanto 
maior for a concentra^ao de creatinina, menor 
sera a concentra^ao da hemoglobina e mais grave 
sera a anemia. 32 

Anemia das doen^as hepaticas 

O alcool e causa comum de hematossupressao. A 
ingestao habitual do alcool leva a um declinio da 
celularidade da medula ossea, e 40 a 96% dessas 
pessoas apresentam macrocitose, sendo que a 
maioria nao tern anemia. 32 Quando a anemia esta 
presente, ela e moderada, e a hemoglobina geral- 
mente esta acima de 7 a 8 g/dL. Alem da anemia, 
pode ocorrer uma neutropenia moderada e uma 
trombocitopenia que varia de moderada a grave. 32 
Este e um quadro de anemia hepatic a nao compli- 
cada por a^ao do alcool que e reversivel na absti- 
nencia alcoolica. 32 No alcoolismo cronico acom- 
panhado de cirrose hepatica, pode-se instalar 
uma deficiencia de folato levando a anemia 


megaloblastica. 32 O alcool tambem inibe varias 
enzimas da via metabolica do heme, como porfo- 
bilinogenio sintetase, uroporfirinogenio descar- 
boxilase, coprop orfirinogenio oxidase e heme sin¬ 
tetase. Afeta tambem a fun^ao da mitocondria, o 
efeito sobre a sintese do heme, e a fun^ao mitocon- 
drial leva a anemia sideroblastica. 32 

Anemias por falencia da medula ossea 

A anemia aplastica e caracterizada por uma pan- 
citopenia, ou seja, a diminui^ao das tres linhagens 
celulares: eritrocitos, leucocitos e plaquetas. 32 A 
medula ossea mostra-se hipoplastica ou aplastica. 
A classifica^ao das anemias aplasticas esta descri- 
tano Quadro 7.12. 


QUADRO 7.12 Classifica^ao das anemias aplasticas 


Induzidas por agentes quimicos e ft si cos 

a. Hipoplasia regular 

■ Benzeno e seus derivados 

■ Radiates ionizantes 

■ Agentes antimetabolitos 

■ Antimicoticos 

■ Antibioticos (daunorubicina, adriamicina, doranfenicol, 
arsenicos, estrogenos e quinacrina} 

b. Hipoplasia ocasional 

■ Estreptomicina, penicilina, meticilina, oxitetraciclina, 
sulfonamidas, anfotericina B, metilfenilhidantoina, 
difenilhidantoina, etoxisuximida, metilmeraptoimidazol, 
perdorato de potassio, tolbutamida, dorpropamida, 
addo acetilsalidlico, indometadna, carbamazepina, 
dorpromazina, promazina, inseticidas, corantes para cabelo, 
dinitrofenol, tiocianato, bismuto, tetradoreto de carbono, 
solventes, dmetidina e baixas doses de metotraxate 

c. Outros agentes 

■ Infec^oes virais (hepatite, Epstein Barr, HIV e dengue} e 
infec^oes causadas por micobacterias 

d. Idiopaticas 


■ Anemia de Fanconi 


A grande maioria das anemias aplasticas e 
idiopatica. 32 Os mecanismos que levam a aplasia 
incluem deficiencia, imunosupressao ou defeito 
nas celulas-tronco da medula ossea. Estas condi- 
^oes determinam que as celulas-tronco nao res- 
pondam aos fatores de crescimento. 32 A anemia 
que se instala e normocitica e normocromica; al- 
gumas vezes, macrocitica e sem altera^oes morfo¬ 
logicas intensas. A gravidade da anemia e propor¬ 
cional a diminui^ao das celulas na medula ossea. 
Sempre que o hemograma mostrar um quadro de 
bicitopenia (anemia e leucopenia, anemia e trom- 
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bocitopenia e leucopenia e trombocitopenia) per- 
sistente, deve-se pensar em problemas com a pro- 
du^ao celular na medula ossea. 32 

Meta-hemoglobmemias 

As altera 9 oes funcionais do grupo heme de maior 
interesse na hematologia consistem principal- 
mente na incapacidade do eritrocito em manter 
reduzido o atomo de ferro. Durante a vida media 
dos eritrocitos, ha uma exposi^ao a varios agentes 
endogenos e exogenos que sao capazes de oxidar a 
hemoglobina. Na ausencia de um sistema enzima- 
tico eficiente para a redu^ao da meta-hemoglobi¬ 
na, ocorre um acumulo deste pigmento em niveis 
diarios de 2 a 3%; porem, quando esses sistemas 
sao eficientes, os eritrocitos humanos acumulam 
menos que 0,6% de meta-hemoglobina. 118 

A meta-hemoglobina e um derivado da hemo¬ 
globina no qual o ion ferro esta na sua forma oxi- 
dada (Fe + 3 ). 119 A forma^ao espontanea da meta- 
-hemoglobina e normalmente neutralizada por 
sistemas de prote^ao enzimaticos, sendo que sua 
via de redu^ao mais importante utiliza a catalisa- 
<;ao do NADPH pela citocromo-b5-redutase para 
a transferencia de um eletron de NADPH para o 
heme. Outro mecanismo para redu^ao da meta- 
-hemoglobina envolve a transferencia direta do 
acido ascorbico e glutationa para o grupamento 
heme. 68 Apesar dos mecanismos existentes para 
reduzir a meta-hemoglobina, apenas a rea^ao de- 
pendente de NADPH catalisada pela citocro- 
mo-b5-redutase e fisiologicamente importante. 119 

O excesso de meta-hemoglobina ocorre quan¬ 
do o ferro do grupamento heme e oxidado para a 
forma ferrica em uma velocidade superior a redu- 
^ao do ferro para a forma ferrosa, caracterizando 
o estado de meta-hemoglobinemia. As principals 
causas do aumento da meta-hemoglobina podem 
estar relacionadas a deficiencia de enzimas eritro- 
citarias especificas para as atividades redutoras da 
oxida^ao do ferro do grupo heme, a indu^ao oxi- 
dativa da hemoglobina por compostos quimicos 
oxidantes e aos defeitos moleculares na hemoglo¬ 
bina, o que causa continua auto-oxida^ao. 80 As 
hemoglobinas instaveis tambem sao causa de cia- 
nose, como a Hb Zurich (($63His^Arg), Hammer¬ 
smith ((342Phe-» Ser) e Freiburg ([323Val^O). 

A rapidez da produ^ao da meta-hemoglobina 
por agentes exogenos depende de varios fatores, 
como a quantidade do composto que entra na cir- 
cula^ao, o metabolismo destes compostos no or- 


ganismo, a extensao com que o composto e con- 
vertido em formas intermediarias com alto 
potencial oxidante, a excre^ao do composto e a 
taxa com que os eritrocitos conseguem reduzir a 
meta-hemoglobina em hemoglobina. Varios com¬ 
postos quimicos utilizados em casa ou na indus- 
tria e varios agentes terapeuticos sao capazes de 
aumentar a taxa de oxida^ao do heme em ate 
1.000 vezes, ultrapassando, portanto, a capacida- 
de dos eritrocitos de manter a hemoglobina no 
estado reduzido. 

A meta-hemoglobinemia tambem pode ser de 
causa genetica. A mais comum e a deficiencia da 
enzima citocromo-b5-redutase; na sua ausencia, a 
concentra^ao de meta-hemoglobina pode chegar a 
valores acima de 40%. 119 Outra causa genetica rara 
sao as hemoglobinas mutantes, conhecidas como 
hemoglobina M, que sao caraeterizadas por uma 
permanencia do ferro no estado oxidado. 112 Varias 
hemoglobinas anormais, coletivamente denomi- 
nadas de hemoglobinas M, tern sido descritas. Na 
maioria delas, a anormalidade genetica acontece 
pela substitui^ao das histidinas proximal e distal 
pela tirosina. Destas, a hemoglobina M Boston e a 
mais comum, sendo descrita em varios paises, in¬ 
clusive no Brasil. 75 

Deve-se suspeitar de meta-hemoglobinemia 
em todo paciente com cianose inexplicada. 120 Nos 
quadros de intoxica^ao aguda, como consequen- 
cia da ingestao de drogas ou exposi^ao toxica, 
alem da cianose, o paciente apresenta os sintomas 
clinicos de anemia. 57 

A avalia^ao da meta-hemoglobina e um im¬ 
portante marcador biologico de processos oxida- 
tivos, porem sua determina^ao e pouco solicitada 
na rotina laboratorial. Este fato pode ser explicado 
pelo desconhecimento do quadro hematologico 
de meta-hemoglobinemia como, tambem, por fa- 
tores tecnicos. 80 A tecnica proposta por Evelyn e 
Maloy, 81 em 1938, utiliza compostos quimicos al- 
tamente toxicos, o que desencoraja sua utiliza^ao. 
Os metodos enzimaticos possuem um custo eleva- 
do, o que dificulta a realiza^ao da dosagem na ro¬ 
tina laboratorial. 80 

Com a publica^ao por Naoum 63 de um teste 
quantitative de meta-hemoglobina por meio da 
absor^ao espectrofotometrica e sem a utiliza^ao 
de compostos toxicos, abriu-se uma nova perspec- 
tiva para o diagnostico da meta-hemoglobinemia. 
Os valores de referenda para uma popula^ao nor¬ 
mal adulta, por esta tecnica, variam entre 1,9 a 
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3,8%. Rechetzki e colaboradores, 82 utilizando a 
mesma tecnica, encontraram valores de normali- 
dade mais altos para crian^as entre 6 a 10 anos 
(3,61 a 6,44%). O aumento da concentra^ao da 
meta-hemoglobina em crian^as pode ser explica- 
do pela menor quantidade do cofator citocromo 
b5 soluvel e pela atividade diminuida da citocro¬ 
mo b5-redutase nos eritrocitos, o que torna a po- 
pula 9 ao infantil particularmente suscetlvel ao 
desenvolvimento de meta-hemoglobinemias. 82 

Eritrocitoses 

As eritrocitoses podem ser divididas em prima- 
rias e secundarias. As primarias sao doen^as clo- 
nais em que uma celula-tronco hematopoietica e 
transformada e acarreta um aumento da massa 
eritrocitaria acompanhada de leucocitose com 
neutrofilia e trombocitose, quadro clinico conhe- 
cido como policitemia vera (PV). Nas eritrocitoses 
secundarias (nao clonais), ocorre somente aumen¬ 
to da massa eritrocitaria e sao reativas a produ^ao 
da eritropoietina. 

O termo policitemia, ao contrario de pancito- 
penia, significa o aumento das tres linhagens da 
serie mieloide: eritrocitose, leucocitose a custa de 
neutrofilia e trombocitose. A PV e uma doen^a 
mieloproliferativa que pode ser definida como um 
defeito adquirido em uma celula-tronco multipo- 
tencial que se manifesta com uma produ^ao ex- 
cessiva de eritrocitos aparentemente normais, 
com uma variada hiperprodu<;ao de leucocitos e 
plaquetas, 51 esplenomegalia, 52 complica 9 oes 
trombohemorragicas, 52 que pode evoluir para um 
quadro de leucemia mieloide aguda ou metaplasia 
mieloide. 52 

O gene Janus quinase 2 ( JAK2 ), localizado no 
cromossomo 9q, 35 e uma tirosinoquinase que e 
ativada quando a eritropoietina se liga ao seu re¬ 
ceptor na celula eritroide. A mudan^a conforma- 
cional no receptor ativa (fosforila^ao) a proteina 
JAK2, e as celulas eritroides proliferam. 51 A base 
molecular da PV e uma muta^ao pontual no gene 
JAK2 na posi^ao 1849, na qual ocorre a troca de 
uma guanina (G) por uma timina (T) (1849G->T), 
ocasionando a troca de uma valina (V) pela feni- 
lalanina (F) no aminoacido na positjao 617 da pro¬ 
teina JAK2; a muta^ao foi descrita pela sigla 
JAK2V617F. 51 Atualmente, o criterio diagnostico 
da PV, segundo a Organiza^ao Mundial de Saude, 
e a presen^a da muta^ao JAK2V617F. 50 A inciden- 
cia de altera^oes cromossomicas na PV e rara, mas 
estao descritas trissomias dos cromossomos 8 e 9, 


dele^ao do cromossomo Y e inversao do 11 detec- 
tadas pela citogenetica convencional e pela hibri- 
diza^ao in situ (FISH). 49 

O diagnostico clinico da PV e feito quando o 
paciente apresenta eritrocitose, leucocitose, trom¬ 
bocitose e esplenomegalia. Na suspeita clinica de 
PV, a dosagem de eritropoietina (EPO) e a prova 
citoquimica para fosfatase alcalina devem ser fei- 
tas. O resultado esperado e uma concentra^ao 
baixa de EPO e um escore alto para a fosfatase al¬ 
calina. 52 O mielograma e indicado e mostra hiper- 
celularidade e altera^oes numericas e morfologi- 
cas dos megacariocitos. 52 A citogenetica tambem e 
recomendada porque altera^oes cromossomicas 
sao observadas em torno de 13 a 18% dos casos de 
PV. 52 O screening para as muta^oes JAK2V617F e 
bcr-abl devem ser feitas; a primeira deve estar po- 
sitiva e a segunda, negativa. 52 

A PV e de inicio insidioso, se manifesta apos 
os 60 anos de idade, e os principals sintomas sao 
dor de cabeqa, prurido, trombose, sangramento 
gastrintestinal e, muitas vezes, o diagnostico e fei¬ 
to por hemograma de rotina, pela observa^ao de 
eritrocitose, leucocitose e trombocitose. 35 A prin¬ 
cipal complica^ao desses pacientes sao os eventos 
tromboticos, manifestados como acidente vascu¬ 
lar cerebral, infarto do miocardio, trombose ve- 
nosa profunda e embolia pulmonar. 35 

Na serie vermelha, o eritrograma mostra ele- 
va^ao do numero de eritrocitos, aumento da con- 
centra^ao da hemoglobina e volume globular. Um 
volume globular acima de 55% em homens e 47% 
em mulheres e indicativo de policitemia. 68 Os pa¬ 
cientes com PV apresentam uma diminui^ao do 
ferro serico e dos estoques de ferro (ferritina). Isto 
ocorre porque a massa eritrocitaria produzida e 
muito grande, levando ao esgotamento das reser- 
vas de ferro, e tambem pelo sangramento gastrin¬ 
testinal que os pacientes apresentam. O quadro 
hematologico que se estabelece e de um aumento 
das contagens e determinates eritrocitarias 
acompanhadas de microcitose e hipocromia. A 
anisopoiquilocitose e intensa com presen^a mar- 
cante de dacriocitos. 35 A p0 2 arterial e baixa, mui¬ 
tas vezes com niveis abaixo de 63 m rn11g com 
consequente queda da satura^ao de 0 2 . 35 A serie 
branca mostra leucocitose a custa de neutrofilia 
com presen^a de mielocitos, metamielocitos e ba- 
sofilia. O escore para a fosfatase alcalina esta ele- 
vado, mostrando ativa^ao de neutrofilos. A conta- 
gem de plaquetas esta aumentada, ao diagnostico, 
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em metade dos pacientes. 35 Cerca de 10% dos pa- 
cientes apresentam contagens acima de 1.000.000 
de plaquetas/pL. 35 Muitas vezes, no inlcio da PV, o 
paciente apresenta trombocitose isolada. 7 

A eritrocitose secundaria e reacional a produ- 
gao de EPO e pode ocorrer em individuos que estao 
em grandes altitudes, pacientes com enfisema pul- 
monar, fumantes e com tumores renais. Nas eritro- 
citoses secundarias, somente a serie vermelha esta 
alterada; as demais (leucocitos e plaquetas) nao. 
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ANGIOGENESE - A ORIGEM DAS CELULAS-TRONCO 
E A HIERARQUIA DAS CELULAS SANGUlNEAS 


O desenvolvimento das celulas-tronco em mamiferos, sequencialmente, ocupa o 
saco vitelinico, o figado, o ba^o e a medula ossea. As celulas-tronco ocupam es¬ 
ses orgaos porque encontram um microambiente favor avel para que elas prolife - 
rem no sentido de autorrenova^ao e diferencia^ao. Por esse motivo, estes orgaos 
(figado, ba 90 e medula ossea) sao orgaos hematopoieticos. 

Para se compreender os eventos que levam a hematopoiese embrionaria, 
torna-se necessario entender os padroes de forma^ao do embriao. No inicio da 
forma^ao dos embrioes dos vertebrados, o estagio de blastula consiste em duas 
camadas germinativas: a ectoderme e a endoderme. 1 - 2 Por meio de fatores de 
crescimento e da intera^ao celula a celula, a endoderme induz a ectoderme a 
formar uma terceira camada germinativa, a mesoderme. 1 - 2 A partir da mesoder- 
me, formam-se as celulas-tronco, que sao celulas indiferenciadas e com capaci- 
dade de autorrenova^ao e diferencia^ao. 1 * 2 Morfologicamente, a celula-tronco 
assemelha-se a um linfocito pequeno, 3 5 apresentando como marcadores CD31+, 
CD34+, CD38- e CD133+, 6 - 7 sendo que o antigeno CD34 e o marcador mais uti- 
lizado para identificar, purificar e manipular a celula-tronco hematopoietica. 7 O 
CD34 e uma glicoproteina que pertence a familia de moleculas adesivas chama- 
das sialomucinas e que esta expresso na superficie de celulas hematopoieticas 
primitivas, capazes de autorrenova^ao e de diferencia^ao nas distintas linhagens 
hematopoieticas. 12 A Figura 8.1 mostra os varios estagios da forma^ao sangui- 
nea no embriao. 

As celulas hematopoieticas e os progenitores vasculares migram da mesoder¬ 
me extraembrionaria (18° dia - Figura 8.1) para formar as ilhotas sanguineas, que 
originarao as linhagens hematopoieticas primitiva e definitiva e o sistema vascu¬ 
lar. 1 - 2 As ilhotas sanguineas sao constituidas de tres camadas: endodermica (res- 
ponsavel pelo crescimento das ilhotas sanguineas), as celulas-tronco (que irao dife- 
renciar-se em eritroblastos e posteriormente nas demais linhagens) e uma camada 
endotelial, que revestira as ilhotas sanguineas durante o seu desenvolvimento. 1 - 2 

A hematopoiese ocorre inicialmente no 15° dia da forma^ao do embriao. As 
populates de celulas progenitoras estao presentes no saco vitelinico, mas a dife- 
rencia 9 ao ocorre primariamente na linhagem eritroide. Monocitos e megacar io- 
citos podem, ocasionalmente, ser identificados nas ilhotas sanguineas. Na medi- 
da em que ocorre a forma^ao do sistema vascular, as celulas sanguineas entram 
em circula^o. A origem descrita das celulas-tronco corresponde ao periodo 
mesoblastico do desenvolvimento do sistema hematopoietico. 1 - 2 Durante a vida 
fetal, o tecido hepatico passa a ser o principal sitio da hematopoiese, mas a pro- 
du 9 ao de granulocitos e linfocitos e muito pequena; esse e o periodo hepatico no 
qual o ba 90 , o timo e os linfonodos tambem produzem celulas sanguineas. 1 - 2 
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1 0 dia 2° dia 3° dia 

Fertilizagao Celuia em dois estagios Morula 




4° dia 

Blastocisto inicial 




5° dia 

Blastocisto tardio 



Trofoblasto 


Massa de 
celulas 
internas 



12° dia 


Epiblasto 

Amnio 

Ectoderme 

Endoderme 
Hipoblasto 
Saco vitelino 


16° dia 


Ectoderme 

Mesoderme 


Endoderme 
Saco vitelino 



18° dia 



Saco vitelino 


Mesoderme 

infraembrionaria 


Mesoderme 

extraembrionaria 


Endoderme 



Alantoide 


Endoderme 


Endotelio Eritroblastos 


19° dia 

Cavidade amniotica Corion 


\ 

Milosidade 


Saco vitelino 


Futuro 

cordao 

umbilical 


Mesoderme 



Estagios de formagao sangumea no embriao humano. 


No initio do quinto mes de gesta^ao, come^a a 
forma9ao das cavidades osseas para que os ossos 
possam transformar-se no principal sitio produtor 
de celulas apos o nascimento. Apos tres semanas do 
nascimento, a medula ossea torna-se o unico orgao 
produtor de celulas (em situa9des normais), e essa 
produ9ao se estende ao longo da vida . 1 - 2 A celula- 
-tronco e encontrada no tecido hepatico entre a 5 a 
e a 6 a semanas de gesta9ao, na medula ossea a par- 
tir da 10 a semana, no ba90 apos a ll a , no timo, 
quando ja esta comprometida com a linhagem lin- 
foide, a partir da 10 a semana e, nos linfonodos, 
tambem ja comprometida com a linhagem linfoide, 
a partir da 12 a semana . 1 - 2 

Todas as celulas sanguineas sao derivadas da 
celula-tronco, que e uma celuia totipotente p or que 
da origem as demais e estabelece um sistema hie- 
rarquico de matura9ao . 1 - 2 Pel a sua grande capa- 
cidade de prolifera9ao e diferencia9ao, povoa os 


orgaos hematopoieticos com tal quantidade de 
celulas que faz do tecido hematopoietico o maior 
orgao do organismo humano. A renova9ao das ce¬ 
lulas e extraordinaria. Para um homem com peso 
de 70 kg, estima-se umaprodu9ao celular (tecido he¬ 
matopoietico) de aproximadamente um trilhao de 
celulas por dia . 1 - 2 O suporte para essa quantidade de 
celulas renovadas diariamente esta baseado na po- 
pula9ao das celulas-tronco totipotentes, que da ori¬ 
gem a todas as celulas, mas nao consegue exercer a 
fun9ao das celulas maduras, as quais ela origina . 1 - 2 
O conceito de prolifera9ao no sentido de au- 
torrenova9ao significa a celula-tronco dar origem 
por mitose a duas celulas-tronco mantendo, desse 
modo, a popula9ao de celulas-tronco constante. O 
conceito de diferencia9ao implica que a celula- 
-tronco possa dar origem a duas celulas diferencia- 
das. Esse tipo de divisao e chamado de simetrica e 
permite que a popula9ao de celulas-tronco seja 
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regulada e que a autorrenova^ao e a prolifera^ao 
sejam controladas. 1 - 2 

O sistema hierarquico de matura^ao das celu- 
las hematopoieticas inicia com a diferencia^ao das 
celulas-tronco em celulas pluripotentes compro- 
metidas ou com a linhagem mieloide ou com a 
linfoide. O termo comprometida ou comprometi- 
mento celular significa que a celula progenitora 
iniciou a diferencia^ao e essa e irreversivel, ou 
seja, a celula diferenciada nao retorna a forma da 
progenitora. 1 - 2 Existem duas teorias sobre como 
ocorre o comprometimento celular. A primeira 
diz que o comprometimento celular se da pela li- 
ga^ao de fatores de crescimento a um receptor es- 
pecifico. Essa liga^ao torna a celula ativada, ou 
seja, desencadeia uma sequencia de expressoes 
genicas que levam a celula a um processo de dife- 
rencia^ao morfologica especifica e irreversivel. 1 - 2 
O processo e e specifico p or que leva a diferencia- 
^ao para uma determinada linhagem celular; irre¬ 
versivel porque a celula diferenciada continuara 
pela a^ao dos fatores de crescimento ate a sua for¬ 
ma madura e funcional no sangue periferico e/ou 
tecido. A segunda teoria propoe que as mudan^as 
nas expressoes genicas que levam a diferencia^ao 
celular ocorrem ao acaso e nao sao influenciadas 
pelo ambiente. 1 - 2 

Os fatores de crescimento sao glicoproteinas 
com a localiza^ao genica e os respectivos recepto- 
res celulares conhecidos. Com base em caracteris- 
ticas estruturais e funcionais, os fatores de cresci¬ 
mento sao classificados em duas familias: a das 
citocinas e a das tirosinoquinases. 1 - 2 O Quadro 
8.1 relaciona os fatores de crescimento pertencen- 
tes a familia das citocinas. 


QUADRO 8.1 

Fatores de crescimento 

pertencentes a familia das citocinas 



It {interleucinas} 

!L-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-24,IL-26, IL-7, IL-9, 
fL-11, IL-12 e IL-15 

GM-CSF 

Fator estimulante de colonias de macrofagos 
e granuldcitos 

IFN 

Interferon a (alfa), J3 (beta) e y (gama) 

G-CSF 

Fator estimulante de colonias de granuldcitos 

LIF 

Fator inibidor de leucemias 


Os receptores presentes na membrana celular 
interagem com varias proteinas intracelulares. 
Quando o fator de crescimento liga-se ao seu 


receptor, desencadeia um efeito intracelular com 
sintese de proteinas especificas que fazem com 
que a celula entre no ciclo celular com a finalidade 
de proliferar ou se diferenciar ou exer^a a sua fun- 
£ao como celula madura. 1 - 2 

O segundo grupo de fatores de crescimento 
hematopoietico e aquele cujos receptores celulares 
sao proteinas tirosinoquinases. Os principals fa¬ 
tores sao o KIT -ligante e o CSF-1 (fator estimu- 
lante de colonias de macrofagos), e os respectivos 
receptores sao produtos derivados do gene C -KIT 
e do C-FMS, ambos proto-oncogenes. 1 - 2 O receptor 
do KIT -ligante na celula-tronco e chamado de 
C-KIT RTK, tambem conhecido como CD117. £ 
uma glicoproteina transmembrana de 145 kDa, 
com fun^ao na prolifera^ao e na diferencia^ao ce¬ 
lular, e muta$6es nesse receptor predispoem ao 
desenvolvimento de tumores e leucemias. 8 A ini- 
bi^ao do receptor KfT-ligante rapidamente induz 
a um quadro de pancitopenia com diminui^ao de 
celulas-tronco na medula ossea. 9 

Estudos em camundongos, in vitro, demons- 
traram que a ausencia ou deficiencia dos fatores 
de crescimento levam a perda total ou parcial da 
fun^ao celular. 1 - 2 O fator CSF-1 e importante para 
a produ^ao normal de alguns tip os de macrofagos; 
o GM-CSF e importante para a fun^ao de macro¬ 
fagos alveolares. A deficiencia desses fatores pre- 
dispoe o paciente a pneumonia causada por bacte- 
rias e fungos. O fator G-CSF e responsavel pela 
manuten^ao do numero normal de neutrofilos e 
pelos progenitores de neutrofilos e macrofagos na 
medula ossea; sua deficiencia predispoe a infec- 
^oes bacterianas. 1 - 2 Os fatores de crescimento sao 
fundamentals para a prolifera 9 ao, a diferencia^ao 
e a resposta celular a processos inflamatorios ou 
infecciosos. 

Por a^ao de fatores de crescimento, a celula- 
-tronco compromete-se ou com a linhagem mie¬ 
loide ou com a linfoide. Quando comprometida 
com a linhagem mieloide, forma a celula-tronco 
pluripotente CFU-S. Quando comprometida 
com a linhagem linfoide, forma a celula-tronco 
pluripotente CFU-L. As celulas CFU-S recebe- 
ram a designa^ao “S” (ba<;o, do ingles spleen ) 
porque foi demonstrado que essas celulas sao ca- 
pazes de regenerar o tecido hematopoietico a 
partir do ba^o de ratos que foram irradiados. 1 * 2 A 
Figura 8.2 mostra a diferencia^ao da celula- 
-tronco totipotente. 
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As celulas CFU-S se comprometerao com a li- 
nhagem dos granulocitos e monocitos quando se 
diferenciarem para as celulas CFU-GM (unidade 
formadora de colonias de granulocitos e monoci¬ 
tos). Quando se diferenciarem para CFU-Eo (uni¬ 
dade formadora de colonias de eosinofilos), darao 
origem aos eosinofilos. As celulas CFU-Ba (unida¬ 
de formadora de colonias de basofilos) darao ori¬ 
gem aos basofilos. Quando diferenciadas em 
CFU-MEG (unidade formadora de colonias de 
megacariocitos), darao origem as plaquetas. 
Quando comprometidas com a linhagem eritroci- 
taria, forma m as celulas CFU-B (unidade forma¬ 
dora de colonias burst - termo que em ingles sig- 
nifica explosao, ou seja, ocorre a formarao de uma 
grande quantidade desses precursores eritrocita- 
rios), e essas celulas formam as unidades forma- 
doras de colonias CFU-E, que posteriormente se 
diferenciarao nos eritrocitos. A CFU-L, para dar 
origem aos diferentes tipos de linfocitos, deve 
migrar para o timo para se diferenciar em linfoci¬ 
tos T e para os sitios linfoides da medula ossea para 
se diferenciar em linfocitos B. 1 - 2 Toda a sequencia 
de diferenciarao da celula-tronco totipotente ate as 
celulas maduras e funcionantes no sangue periferico 
se deve a a^ao dos fatores de crescimento. A Figura 
8.3 traz a representarao hierarquica do tecido he- 
matopoietico. 

As celulas que compoem as unidades forma- 
doras de colonias nao sao encontradas no sangue 
periferico. A CFU-GM pode-se diferenciar ou 
para monoblasto (dando origem a pro-monocito, 
monocito e macrofago no tecido) ou para mielo- 
blasto que, na sequencia de matura^ao, passara 
pelas fases de pro-mielocito, mielocito, metamie¬ 
locito, bastonete e segmentado. As celulas CFU- 
-Eo formarao o pro-mielocito, mielocito eosinofi- 
lo, metamielocito eosinofilo, eosinofilo em bastao 
e eosinofilo maduro. As CFU-Ba formarao o pro- 
-mielocito, mielocito basofilo, metamielocito ba- 
sofilo, basofilo em bastao e basofilo maduro. 



FIGURA 8.3 Representarao hierarquica do tecido 
hematopoietico. 


Quando se consegue identificar as granulates 
secundarias de basofilos e eosinofilos no citoplas- 
ma do mielocito, a celula deve ser chamada de ba¬ 
sofilo ou eosinofilo. 1 - 2 Nao ha valor clinico em se 
diferenciar a fase de matura^ao do eosinofilo ou 
do basofilo; as fases de matura^ao devem ser iden- 
tificadas na linhagem dos neutrofilos (mieloblasto, 
pro-mielocito, mielocito, metamielocito, bastone¬ 
te e segmentado). As CFU-MEG originarao as pla¬ 
quetas passando pelas fases maturativas de pro- 
-megacariocito, megacariocito sem plaquetas e 
megacariocito produtor de plaquetas. 1 - 2 As celu- 
las-tronco pluripotentes comprometidas com a 
linhagem linfocitica sofrem um processo de dife¬ 
renciarao pelo timo, formando os linfocitos T, ou 
pela medula ossea, formando os linfocitos B. As 
fases de diferenciarao dos linfocitos sao as seguin- 
tes: linfoblastos, pro-linfocitos e linfocitos madu- 
ros; as celulas plasmaticas (plasmocitos) diferen- 
ciam-se a partir dos linfocitos B e sao encontradas 
em situates normais e em pequeno numero, tanto 
na medula ossea quanto nos linfonodos. 1 - 2 A Figu¬ 
ra 8.4 mostra a hierarquia do sistema hematopoie¬ 
tico desde a celula-tronco totipotente ate a celula 
madura no sangue periferico juntamente com os 
fatores de crescimento. 


anAlise da 


O exame que analisa as celulas da medula ossea e 
o mielograma, realizado a partir da punrao do 
osso esterno ou das espinhas iliacas anterior ou 
posterior. 10 A crista iliaca e preferida ao esterno 
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FIGURA 8.4 Mierarquia do sistema hematopoietico desde a celula-tronco totipotente ate a celula madura no 
sangue periferico juntamente com os fatores de crescimento. 


em crian^as e em adultos pelo risco de perfura^ao 
da tabua interna do ester no e de lesao aos grandes 
vasos ou ao ventriculo subjacente. 10 O aspirado 
obtido e o sangue dos sinusoides da medula ossea. 
A partir desse aspirado sao feitas extensoes que 
diferem da extensao feita com sangue periferico 
porque nas primeiras podem ser visualizados 
fragmentos de medula. 10 As extensoes sao coradas 
com corante hematologico, e a primeira analise 
feita e quanto a celularidade da medula, que pode 
ser classificada como hipercelular, normo ou hi- 
pocelular. 10 Os megacariocitos devem ser avalia- 
dos quanto ao numero, a morfologia e a sequencia 


de matura^ao. 10 Posteriormente, e feita a conta- 
gem diferencial a partir da contagem de 200 a 500 
celulas na qual se avalia o estagio de matura^ao 
das celulas nucleadas (vermelhas e brancas), a re- 
lat^ao mieloide/eritroide e a contagem diferen- 
cial. 10 A Tabela 8.1 mostra as celulas hematopoie- 
ticas encontradas na medula ossea de homens 
normais, o numero medio em porcentagem de 
celulas contadas e a varia^ao da contagem a partir 
da media. 11 

Existem diferen^as nas contagens celulares 
entre crian^as e adultos. O numero de iinfocitos en- 
contra-se aumentado em crian^as, principalmente 
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TABELA 8.1 Celulas hematopoieticas 
encontradas na medula ossea, contagem media e 
variagao a partir da media 


CELULA 

M^DIA (%) 

VARIA^AO A 
PARTIR DA 

m£dia (%) 

Mieloblasto 

0,9 

0,2-1,5 

Pro-Mielocito 

3.3 

2,1-4,1 

Mielocito 

12,7 

8,2-15,7 

Metamielocito 

15,9 

9-24 

Bastonete 

12,4 

9,5-15,3 

Segmentado 

7,4 

0-12 

Eosinofilo 

3,1 

1,2-5,3 

Basofilo 

i 0,1 

0-0,2 

Linfocito 

16,2 1 

11,1-23,2 

Plasmocito 

1,3 1 

0,4-3,9 

Monocito 

0,3 

0-0,8 

Megacariocito 

i 0,1 

0-0,4 

Celulas reticulares 

0,3 

0-0,9 

Pro-eritroblasto 

0 

0,2-1,3 

Eritroblasto basofilo 

1,4 

0,5-2,4 

Erit. policromatofilo 

21 

17,9-29,2 

Erlt. ortocromatico 

2 

0,4-4 

Relagao M/E 

2,3 

1,5-3,3 


na faixa etaria abaixo de 4 anos; esse aumento e 
considerado normal para essa faixa etaria. 1 - 2 
Plasmocitos raramente sao encontradas na medu¬ 
la de crian^as, e o numero de eosinofilos e maior 
em crian 9 as do que em adultos. 1 - 2 Em adultos, as 
celulas que predominam sao as da linhagem mie¬ 
loide, sendo os linfocitos menos numerosos. 1 - 2 A 
Tabela 8.2 mostra a varia^ao (%) com a idade na 
contagem diferencial da medula ossea desde o 
nascimento ate 12 anos. 11 


A ideia de que os sinusoides da medula ossea 
sao ricos em blastos e erronea. Todas as celulas jo- 
vens que nao estao presentes nos sinusoides ou que 
sao encontradas em pequena quantidade estao lo- 
calizadas no estroma da medula ossea. As celulas- 
-tronco comprometidas com a linhagem mieloide 
ou linfoide, CFU-S, CFU-GM, CFU-Eo, CFU-Ba, 
CFU-Meg e BFU-E e as celulas mais jovens (blastos 
comprometidos com linhagens especificas), estao 
no estroma da medula ossea. Existe um controle 
pela medula para a libera^ao de celulas para a cir¬ 
culator a celula que esta no estroma tern de atingir 
um determinado grau de diferencia^ao para passar 
para o sinusoide e um outro grau de diferencia^ao 
para migrar ao sangue periferico. No sangue peri¬ 
ferico, as celulas que sao encontradas sao as madu- 
ras, que posteriormente irao aos tecidos. 

O estroma da medula ossea tambem pode ser 
analisado, e o exame que faz essa analise e a biop- 
sia da medula ossea, que pode ser feita com agu- 
Ihas de Jamshidi, 10 as quais perm item que seja re- 
tirado um pequeno peda^o do tecido osseo (core 
de tecido). 10 O local preferido para a biopsia e a 
crista iliaca. 10 Com o material da biopsia, podem 
ser feitos imprints para a analise celular e, apos a 
fixa^ao, sao preparados cortes histologicos para 
fazer o exame histologico. 10 


:: MIEL0BLAST0 

E uma celula tipica de medula ossea encontrada 
na propor^ao de 0,9% (variando de 0,2-1,5%) e e 
vista no sangue periferico somente em situates 
patologicas. Apresenta forma arredondada, tama- 
nho medio e relat^ao nucleo-citoplasma alta. O ci- 
toplasma, portanto, e escasso e com basofilia 


TABELA 8.2 Variant) (%) com a idade na contagem diferencial da medula ossea desde o nascimento ate 12 anos 


CtLULAS 

NASCIMENTO 

1-12 MESES 

1-4 ANOS 

4-12 ANOS 

Serie mieloide 

60 {42-78} 

33 (17-47) 

50 (32-68) 

52 (35-69) 

Eosinofilos 

03 (01-05) 

03 (01-05) 

0 (02-10} 

03 (01-05) 

Linfocitos 

14(03-25} 

47 (34-63) 

22 (08-36) 

18(12-28) 

Serie eritroide 

14 (02-28) | 

08 (02-16) 

19(11-27) 

21 (11-31) 

Rela^ao M/E 

4,3 

4,0 

2,6 

2,5 



















Serie branca - leucograma: aspectos gerais 211 


variando de discreta a moderada e sem gra¬ 
nulates. 1 - 2 O nucleo e redondo ou ovalado; algu- 
mas vezes, apresenta forma irregular, lembrando 
uma morfologia monocitoide, podendo ter locali- 
za$ao excentrica ou central. 1 - 2 A cromatina e fina 
e reticulada, distribuindo-se de modo homogeneo 
por todo o nucleo, conferindo-lhe um aspecto de- 
licado. 1 - 2 O numero de nucleolos varia de 0 a 5 ca- 
racterizados como distintos (facilmente visualiza- 
dos) mas nao proeminentes. 1 - 2 A Figura 8.5 
mostra fotos de mieloblastos. 

:: PR6-MIEL6CITO 

E uma celula tipica de medula ossea encontrada 
na propor^ao de 3,3% (variando de 2,1-4,1%) e e 
vista no sangue periferico somente em situates 
patologicas. Apresenta o mesmo padrao morfolo- 
gico que o mieloblasto; a diferen^a entre os dois e 
que o pro-mielocito geralmente e uma celula 


maior (apesar de o tamanho nao ser um bom pa- 
rametro para a avalia$ao celular) e apresenta gra¬ 
nulates azurrofilas (tambem chamadas de prima- 
rias ou inespeclficas). 1 - 2 As granula^oes primarias 
aparecem a partir desse estagio, sao formadas no 
aparelho de Golgi e contem substancias antimi- 
crobianas. 1 - 2 A quantidade de granula^oes prima¬ 
rias e variavel, podendo apresentar uma pequena 
ou uma grande quantidade e, muitas vezes, po- 
dem estar sobre o nucleo. 1 - 2 A Figura 8.6 mostra 
fotos de pro-mielocitos. 

:: MIELdCITO 

Celula tipica de medula ossea encontrada na 
proporto de 12,7% (variando entre 8,2-15,7%). 
No mielocito, o padrao celular muda porque a 
cromatina adquire o aspecto da cromatina de um 
neutrofilo. 1 - 2 O nucleo geralmente e excentrico, re¬ 
dondo ou ovalado, e o nucleolo nao e mais visivel. 1 - 2 



FIGURA 8.5 Mieloblastos. 



FIGURA 8.6 Pro-mielocitos. 
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As caracterlsticas morfologicas que permitem a 
distinqao entre o pro-mielocito e o mielocito sao a 
ausencia de nucleolo e a condensa^ao e heteroge- 
neidade da cromatina. O citoplasma pode apre- 
sentar granulates primarias e secundarias . 1 * 2 A 
Figura 8.7 mostra fotos de mielocitos. 

:: METAMIEL6CIT0S, bastonetes 
E SEGMENTADOS 

Apresentam o mesmo padrao celular que o mielo¬ 
cito; a diferen9a esta na ausencia das granula9oes 
primarias e na forma do nucleo. O metamielocito 
apresenta um nucleo excentrico redondo ou ova- 
lado, mas com uma reentrancia (chanfradura); o 
bastonete apresenta a forma do nucleo em bastao, 
a reentrancia, ou chanfradura, faz com que essa 
forma de bastao apresente-se curvada; e o seg- 
mentado apresenta construes, unidas por fila- 
mentos de cromatina, que formam dois ou mais 
lobulos nucleares . 1 ’ 2 As granula9oes secundarias 
presentes em todo o citoplasma dessas celulas co- 
ram-se tanto pelo azul de metileno como pela eosi- 
na e apresentam uma cor rosea. O termo neutrofilo 
deriva do fato de as granula9oes serem neutras . 12 A 
Figura 8.8 mostra fotos de metamielocitos, basto¬ 
netes e segmentados. 

O bastonete e a celula que mais controversias 
causa na contagem diferencial (ver tambem 


Capitulo 3 , Fase analitica). De modo geral, o nu- 
mero elevado de bastonetes no sangue periferico 
esta correlacionado com processos infecciosos 
bacterianos agudos. Esse fato gera uma expectativa 
em tor no do numero de bastonetes na contagem 
diferencial, a qual, muitas vezes, e levada ao mi- 
croscopio quando do ato de realizar a analise mor- 
fologica. A tenue diferen9a morfologica entre o bas¬ 
tao e o segmentado tern sido causa de grande 
controversia na diferencia9ao morfologica das duas 
celulas. Muitas vezes, criterios pessoais de diferen- 
cia9ao sao utilizados, mas esses criterios nao en- 
contram respaldo na literatura internacional. Os 
livros que sao referencias internacionais em hema¬ 
tologia trazem uma defin^ao concreta para a dife- 
rencia9ao entre bastonetes e segmentados. 

O livro Laboratory medicine: hematology, es- 
crito por Miale 12 e consider ado referenda em he¬ 
matologia, cuja ultima edi9ao e de 1982 (nao foi 
mais editado devido ao falecimento do autor), traz 
a seguinte defin^ao de bastonete: 

Toda celula que apresenta uma constri9ao em 
um ou mais pontos, mas nessa constri9ao pode 
ser visualizada cromatina, ela deve ser classifica- 
da como bastonete. As celulas que se apresenta- 
rem com nucleo dobrado e construes, se pre¬ 
sentes, que nao possam ser visualizadas, tambem 
deve ser classificada como bastonete [...]. 12 




FIGURA 8,8 Metamielocitos, bastonetes e segmentados 
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Ele consider a que o valor de referenda para 
bastonetes e de 8 ± 3, varia^ao entre 5 a 11%. Beutler 
e colaboradores 13 trazem a defini^ao de segmenta- 
dos e bastonetes: 

O neutrofilo ( neutrophils ) apresenta urn nucleo 
lobulado, com 2 a 5 lobulos conectados por um 
fino filamento (...) os bastonetes (bands) sao 
identicos aos neutrofilos polimorfonucleares, 
exceto que seu nucleo em forma de U ou de lobu¬ 
los rudimentares nao sao conectados por um fi¬ 
lamento que contem cromatina. 13 

Esse autor considera como valor de referenda 
3%. Greer e colaboradores 11 comentam sobre os 
criterios de classificai^ao morfologica entre as 
duas celulas e posteriormente informa qual crite- 
rio deve ser seguido. 

Existem opinioes diferentes no que se refere a 
classifica^ao de bastonetes e segmentados. Alguns 
autores requerem um filamento claramente visi- 
vel entre dois lobulos para classificar a celula 
como segmentado; qualquer separa^ao incompleta 
ou sobreposi^ao de lobulos que nao permita iden- 
tificar o filamento faz com que a celula seja classi- 
ficada como bastonete. Outros autores classificam 
o segmentado se houver uma constri^ao que seja 
dois tergos menor que a parte maior do nucleo. No 
entanto, uma separa^ao clara e evidente e necessa- 
ria para se contar o numero de lobulos, com finali- 
dade diagnostica, tanto na detect ao precoce da de- 
ficiencia de acido folico e vitamina B 12 como para 
estabelecer a libera^ao de formas j ovens da medula 
ossea para o sangue periferico. Com esse proposito, 
temos de ter uma clara separatpao entre os lobulos 
nucleares para classificar a celula como segmenta¬ 
do. Celulas sem essa completa format ao de lobulos 
distintos (geralmente conectadas por um fila¬ 
mento que contem cromatina) sao classificadas 
como bastonetes. 11 

O Colegio Americano de Patologia define bas¬ 
tonete como qualquer celula madura da linhagem 
granulodtica, curvada, com a forma do nucleo em 
bastao e que nao desenvolveu um filamento de 
cromatina. Se a cromatina e vista na ponte que 
une os lobulos, essa celula e um bastao. Caso o nu¬ 
cleo esteja superposto ou dobrado e nao possa ser 
visto por inteiro, a celula deve ser classificada 
como segmentado. O valor de referenda varia de 0 
a 5%. 1>2 O National Committee for Clinical Labo¬ 
ratory Standards (NCCSL) adota a mesma defini- 
^ao, mas considera como valor de referenda o in¬ 
terval© de 5 a 10%. 1 * 2 Para James H. Jandl, 1998, 


uma ou mais construes podem ser vistas em 
neutrofilos, mas a celula so sera classificada como 
segmentado se houver uma clara separa^ao de 16 - 
bulos conectados somente por um filamento; o 
valor de referenda varia de 1 a 5%. 1 > 2 

Os autores citados sao referenda internacional 
em hematologia e ha uma unanimidade entre eles 
quanto ao conceito de bastonete a ser utilizado 
quando se faz a contagem diferencial dos leucocitos. 
Esse conceito deve ser discutido e compreendido 
entre os profissionais que fazem a contagem dife¬ 
rencial e padronizado no laboratorio. Periodica- 
mente, os profissionais envolvidos com contagem 
diferencial devem fazer a contagem de uma mesma 
lamina, e os resultados devem ser comparados e 
discutidos. Caso haja discrepancias significativas 
entre as contagens, o conceito deve ser rediscutido. 
Esse procedimento leva os profissionais a realizarem 
contagens com resultados semelhantes (diferen^as 
estatisticamente nao significativas), e a compara^ao 
de hemogramas, lidos por diferentes profissionais, 
pode ser feita. 1 ’ 2 A Tabela 8.3 mostra a varia^ao es¬ 
tatisticamente nao significativa ou permitida para a 
contagem diferencial de leucocitos em um intervalo 
de confian^a de 95%. 12 


TABELA 8.3 Intervalo de confianga de 95% para 

% CONTADO 

DEUMA 

DETERMINADA 

cElula 

VAR 1 At AO 
PERMITIDA EM 
100 CELULAS 
CONTADAS 

VARIAtAO 
PERMITIDA EM 
200 CELULAS 
CONTADAS 

0 

0-3 

0-1,5 

1 

0,5-4 ( 7 

0.2-3/I 

2 

0,4-6,3 

0,7-4,6 

3 

0,8-7,7 

1,3-5,9 

4 

1,4-9,1 

2-7,2 

5 

2-10,5 

2,7-7,2 

10 

4-16 

5,8-14,2 

20 

12-28 

| 14,3-25,7 | 

30 

20,8-39,2 

23,5-36,5 

40 

30,2-49,8 

33,1-46,9 

50 

40-60 

53,1-66,9 

60 

50,2-69,8 

53,1-66,9 

70 

60,8-79,2 

63,5-76,5 

80 

72-88 

74,3-85,7 

90 

84-96 

85,8-94,2 
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:: E0SIN6FIL0S E BAS6FIL0S 

Sem as granulates secundarias, os granulocitos 
apresentam o mesmo padrao morfologico (nucleo) 
e nao podem ser distinguidos entre si. As granula¬ 
tes secundarias formadas a partir do estagio de 
mielocito permitem essa distin^ao. O eosinofilo 
apresenta granulates que ocupam todo o cito- 
plasma, nao se sobrepoem ao nucleo, sao globulo- 
sas e tomam a colora^ao pela eosina, adquirindo 
uma cor laranja-vivo. 1 ’ 2 O basofilo apresenta gra- 
nulates grandes, planas e grosseiras, que se distri- 
buem por todo o citoplasma, se sobrepoem ao nu¬ 
cleo, muitas vezes impedindo sua visualiza^ao, e 
coram-se em preto pelo azul de metileno. 12 Quando 
se reconhece a celula com a granula^ac eosinoftlica 
ou basofilica independentemente de seu estagio de 
matura^ao (mielocito, metamielocito, bastonete 
ou segmentado), a celula deve ser classificada 
como eosinofilo ou basofilo. A Figura 8.9 mostra 
fotos de eosinofilos e basofilos. 

:: LINFdCITOS 

Nos sinusoides da medula ossea normal, nao sao 
encontrados linfoblastos e pro-linfocitos. 12 O lin- 
focito pode ser classificado em pequeno, medio e 
grande. O nucleo e redondo ou ovalado, algumas 
vezes excentrico; a cromatina e condensada for- 
mando grumos de distribui^ao heterogenea e. 


ocasionalmente, pode ser visto um nucleolo. 1 ’ 2 O 
citoplasma (rela^ao nucleo:citoplasma varia de 5:1 
a 2:1) varia de quantidade, dependendo do tama- 
nho do linfocito, apresenta colora^ao azulada e 
pode ter granulos azurrofilos, o que e mais carac- 
teristico nos linfocitos medios e grandes. 1 ’ 2 A Fi¬ 
gura 8.10 mostra fotos de linfocitos. 

:: M0N6CIT0S 

Nos sinusoides da medula ossea, nao sao encontra¬ 
dos monoblastos e pro-monocitos. 1 ’ 2 O monocito 
varia consideravelmente em tamanho e forma; o 
nucleo geralmente e grande, ovalado, convoluto e 
com cromatina delicada e frouxa. Pode, tambem, 
assumir uma forma irregular (bastonete, forma de 
“S” ou outras formas) e nao apresenta nucleolos. 12 
O citoplasma e abundante, cora-se em tom azulado 
e apresenta granulates bastante finas que se co- 
ram em tom roseo. 1 ’ 2 A Figura 8.11 mostra fotos de 
monocitos. 

A diferencia^ao morfologica entre monocitos e 
linfocitos tambem gera uma discrepancia muito 
grande entre os profissionais envolvidos com a 
contagem diferencial (ver tambem Capitulo 3, Fase 
analitica). Do mesmo mo do que para a diferencia- 
9 ao entre bastonetes e segmentados, o conceito da 
morfologia dos linfocitos e monocitos deve ser dis- 
cutido e padronizado; laminas com linfocitose 




FIGURA 8.10 Linfocitos. 
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e/ou monocitose devem ser contadas pelos profis- 
sionais envolvidos na contagem diferencial, e os 
resultados devem ser comparados. As discrepan- 
cias encontradas nas contagens devem ser avalia- 
das no sentido de corrigir e de aproximar cada vez 
mais (chegando a valores de diferenemas estatfsticas 
nao significativas) a contagem entre os profissio- 
nais. Essa padroniza^o morfologica (bastonete/ 
segmentado e linfocito/monocito) muitas vezes 
pode ser dificil de ser estabelecida, mas ela e neces- 
saria para evitar o confronto de do is resultados 
completamente distintos efetuados por dois profis- 
sionais do mesmo laboratorio. 


CINETICA DOS NEUTR6FILOS - 
PROCESSO INFECCIOSO 
BACTERIANO AGUDO 


A cinetica dos neutrofilos e a movimenta^ao des- 
sas celulas em tres compartimentos do organis- 
mo: a medula ossea, o sangue periferico e os teci¬ 
dos. A medula ossea e o local de produ^ao; no 
sangue periferico, os neutrofilos estao em um es- 
tagio intermediary do seu periodo de sobrevida, e 
e o fluido que permite que eles migrem para todos 
os tecidos, os quais representam o estagio final da 
sobrevida neutrofilica e o local onde eles exercem 
sua fun^ao.tz A Figura 8.12 exemplifica os tres 
compartimentos do organismo por onde se movi- 
mentam os neutrofilos. 



A cinetica dos granulocitos esta baseada no 
consumo de neutrofilos pelos tecidos porque sao 
eles que regulam a produ^ao de granulocitos pela 
medula ossea. A demanda tissular e a capacidade 
de resposta da medula frente a essa demanda se- 
rao interpretadas pela analise do leucograma por¬ 
que as altera^oes do equilibrio entre a produ^ao e 
o consumo tissular se refletem no sangue periferico. 
Como exemplo, pode ser citado um processo in- 
feccioso bacteriano agudo em que a demanda teci- 
dual e muito grande, e a medula ossea apresenta 
uma boa capacidade de resposta. O leucograma 
mostrara leucocitose a custa de neutrofilia com ou 
sem desvio nuclear a esquerda, podendo ter pre¬ 
cursors mieloides. Dentro da medula ossea, os 
neutrofilos e seus precur sores podem ser divididos 
em varios compartimentos: compartimento das 
celulas-tronco, compartimento mitotico e com¬ 
partimento pos-mitotico. 1 ’ 2 A Figura 8.13 mostra 
os compartimentos de neutrofilos e seus precur¬ 
sors na medula ossea. 


FIGURA 8.13 Compartimentos de neutrofilos e 
seus precursores na medula ossea. 


O compartimento das celulas-tronco e o com¬ 
partimento de reserva da medula ossea represen- 
tado pelas celulas-tronco totipotentes e pelos 
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precursores dos mieloblastos. Quando esse com- 
partimento e lesado, seja uma lesao no microam- 
biente da medula ou uma transformagao clonal 
nas celulas-tronco, a hierarquia de proliferagao e 
diferenciagao celular e perdida, e patologias como 
leucemias ou sindrome mielodisplasica, ou aplasia 
podem-se instalar. O compartimento mitotico e 
representado pelos mieloblastos, pro-mielocitos e 
mielocitos; esses ultimos sao as celulas que predo- 
minam e sao elas que garantem a quantidade de 
neutrofilos necessaria aos tecidos. O mielocito 
pode fazer ate cinco divisoes celulares sem que 
haja diferenciagao a metamielocito, e isso faz com 
que um unico mieloblasto possa formar uma 


grande quantidade de neutrofilos. 12 A Figura 
8.14 mostra a formagao de neutrofilos a partir de 
um unico mieloblasto. 

O compartimento pos-mitotico e representa¬ 
do pelos metamielocitos, bastonetes e segmenta- 
dos, sendo os bastonetes as celulas que predomi¬ 
nant nesse compartimento. Essa informagao e 
interessante porque quando, no sangue periferico, 
sao encontrados bastonetes acima do valor de re¬ 
ferenda (desvio nuclear a esquerda [DNE]), signi- 
fica que essas celulas estao vindo da medula ossea 
e que o compartimento de reserva do sangue peri¬ 
ferico ja foi esgotado. A presenga ou ausencia de 
um DNE, bem como a presenga de precursores 
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FIGURA 8.14 Formagao de neutrofilos a partir de um unico mieloblasto. 
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mieloides, podem diferenciar um processo infec- 
cioso de uma variat^ao fisiologica dos neutrofilos. 

Quando o neutrofilo sai da medula ossea e 
chega ao sangue periferico, esta no comparti- 
mento periferico, que e subdividido em dois sub- 
compartimentos: marginal e circulante. A Figura 
8.15 mostra a representado do compartimento 
periferico. 



O compartimento marginal e representado 
pelos neutrofilos (bastonetes e segmentados, com 
predominio do ultimo), que se aderem as celulas 
endoteliais via selectinas (glicoproteinas da su- 
perfamilia das lecitinas) as quais se expressam na 
membrana citoplasmatica dos neutrofilos com re- 
ceptores nas celulas endoteliais. E uma adesao fraca, 
que pode levar os neutrofilos a sairem do subcom- 
partimento marginal e ganharem o circulante por 
alter a^oes de fluxo sanguineo. 1 - 2 O sub comparti¬ 
mento circulante e representado pelos neutrofilos, 
tambem com predominio de segmentados eeo 
sub compartimento avaliado quando se realiza o 
leucograma. 

:: DIFICULDADES DE INTERPRETAQAO 
DO LEUCOGRAMA 

A primeira dificuldade de se inter pretar o leuco¬ 
grama e que se esta vendo apenas um subcompar¬ 
timento, sub compartimento circulante, e tem-se 
que interpretar a cinetica como um todo. Por esse 
motivo, o acompanhamento ou a defini^ao da ins- 
tala^ao de um processo infeccioso ou inflamatorio 
devem ser feitos com leucogramas de controle. Os 
dois subcompartimentos tern o mesmo tamanho, 
estao em equilibrio e interagem entre si (passa- 
gem de celulas de um subcomp artimento para ou- 
tro). 1 ’ 2 O sub compartimento marginal e conside- 
rado um compartimento de reserva de neutrofilos 
no sangue periferico. A Figura 8.16 mostra a inte- 
ra^ao entre os dois subcompartimentos. 

Em situates fisiologicas, existe o equilibrio e 
a intera^ao entre os dois subcompartimentos, mas 



FIGURA 8.16 Intera^ao entre os dois 
subcompartimentos. 


a migra^ao de neutrofilos entre os dois subcom¬ 
partimentos nao causa altera^ao no leucograma. 11 
Determinadas situates, como exercicios fisicos 
vigorosos e estresse agudo fisico ou emocional 
(ansiedade, medo e raiva), 1 - 2 resultam em uma 
desmargina^ao dos neutrofilos, e o numero de 
leucocitos pode aumentar substancialmente, fa- 
zendo um quadro hematologico de leucocitose a 
custa de neutrofilia e sem DNE; 14 esse aumento 
celular ocorre em alguns minutos. 14 A leucocitose 
a custa de neutrofilia e sem DNE em exercicios fi¬ 
sicos vigorosos pode atingir valores acima de 
22.000 leucocitos/p,L e tende a voltar aos valores 
fisiologicos dentro de uma hora apos o termino do 
exercicio. 11 Convulsoes, inje^oes de epinefrina, 
inje^oes intramusculares e intravenosas, lesoes 
tissulares (cirurgias), taquicardia, dor, nauseas, 
vomitos, periodo ovulatorio e gesta^ao sao causas 
de neutrofilia na ausencia de um processo infec¬ 
cioso ou inflamatorio. 11 Os glicocorticoides pro- 
duzem uma eleva^ao do numero de neutrofilos, 
com consequente leucocitose, pela diminui^ao da 
saida dos neutrofilos para os tecidos (neutrofilia 
por represamento). 1 - 2 Essa leucocitose com neu¬ 
trofilia e sem DNE ocorre devido ao aumento do 
subcompartimento circulante em cerca de 50 %. 
Esse aumento se da a custa da saida de neutrofilos 
do subcompartimento marginal para o circulante 
sem que haja aumento do compartimento perife¬ 
rico, ou seja, nao ha saida “a maior” de celulas da 
medula ossea. 12 A importancia de se conhecer a 
varia^ao fisiologica dos neutrofilos e que muitos 
pacientes fazem exames laboratoriais apos a reali- 
za^ao de caminhadas e exercicios em academias. 
Alguns chegam ao laboratorio de bicicleta, costu- 
mam fazer exames apos a realiza^o de teste do 
esfor<;o; muitos tern panico de agulha; coletas em 
crian^as, muitas vezes, podem ser muito dificeis 
pelo fato de a crian^a nao querer tirar sangue. 
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Pacientes que chegam ao hospital para serem inter- 
nados estao ansiosos; em todas essas situates, as 
pessoas estao submetidas ao estresse emocional, e o 
numero de leucocitos (neutrofilia) pode aumentar 
significativamente. Na interpreta^ao do leucogra¬ 
ma, essas situa^oes devem ser levadas em conta. A 
Figura 8.17 exemplifica a varia^ao fisiologica dos 
neutrofilos. 



Nos processos infecciosos ou inflamatorios 
agudos, ha saida de celulas do compartimento 
pos-mitotico, que e o compartimento de reserva 
da medula ossea, onde a celula predominante e o 
bastonete. O aparecimento de bastoes significa 
que o compartimento pos-mitotico esta liberando 
celulas para o compartimento periferico. Nesses 
processos, o compartimento periferico pode au¬ 
mentar de tamanho devido a saida “a maior” das 
celulas da medula ossea. Essa altera^ao pode ocor- 
rer algumas horas apos a instala^ao de um processo 
infeccioso ou inflamatorio agudo. 1 ’ 2 Nao se pode 
esquecer que, dependendo do momento em que 
for realizada a coleta do hemograma e do tempo 
de instala^o do processo infeccioso ou inflamato¬ 
rio agudo, o leucograma pode mostrar leucocitose 
variavel com neutrofilia e sem DNE. A Figura 8.18 
exemplifica essa situa^ao. 

Em uma situa^ao em que a demanda tecidual 
por neutrofilos e muito grande, e a medula ossea nao 
apresenta uma boa capacidade de resposta, situa^ao 
geralmente encontrada em pessoas imunodepri- 
midas, idosos debilitados, pessoas com doen^a cro- 
nica, recem-nascidos e crian 9 as, pode ocorrer uma 
neutropenia com DNE e o aparecimento de celulas 
mais jovens, como mielocitos e metamielocitos (pre¬ 
cursors mieloides), os quais sao muito dificeis de 
ser visualizados no sangue periferico. 

Os neutrofilos, no compartimento periferico, 
circulam cerca de sete horas 1 ’ 2 e, apos esse tempo. 



migram para os tecidos, onde tern uma vida me¬ 
dia de dois dias; uma vez nos tecidos, nao retor- 
nam mais ao sangue periferico. 12 O tempo de ma- 
tura 9 ao do estagio de mieloblasto ate segmentado 
e de 96 a 144 horas ou de 4 a 6 dias. 12 

A segunda dificuldade na interpreta 9 ao do 
leucograma e o tempo de meia-vida do neutrofilo 
no sangue periferico, que e muito curto. Isso re- 
sulta em uma renova 9 ao neutrofilica muito inten- 
sa. O numero de neutrofilos que passa pelo san¬ 
gue periferico e estimado em aproximadamente 
62 a 400 x 10 7 /kg de peso/dia. 1 - 2 O leucograma e 
como se fosse uma fotografia do momento da 
pun 9 ao sanguinea, o que faz com que a sua inter- 
preta 9 ao seja diferente da do eritrograma, pois as 
celulas tern uma vida media de circu^ao de cerca 
de quatro meses e nao horas, como as celulas 
brancas do tecido mieloide. Para a interpreta 9 ao 
do eritrograma, e possivel repetir-se a pun 9 ao 
para a confirma 9 ao do resultado. Para o leucogra¬ 
ma, a expressao “repetir a coleta para confirma- 
9 ao do resultado” nao se aplica porque as celulas 
(neutrofilos) da pun 9 ao anterior ja migraram aos 
tecidos. A analise de varios leucogramas e que 
permite a compreensao do quadro leucocitario do 
paciente, que deve ser interpretado a luz da cineti- 
ca dos neutrofilos. Sob cond^oes de grande de¬ 
manda tecidual, o tempo de matura 9 ao do neutro¬ 
filo pode ser reduzido a 48 horas. Nessa situa 9 ao 
de mitose abreviada, a celula nao tern tempo de 
fazer a matura 9 ao adequadamente, e formas jo¬ 
vens (bastonetes, metamielocitos e ate celulas 
mais jovens) podem ser encontradas na corrente 
circulatoria, muitas vezes acompanhadas de alte- 
ra 9 oes leucocitarias como granula 9 oes toxicas e 
corpusculos de Dohle. 1 - 2 Para a serie branca, os 
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erros de mitose por demanda tecidual aumentada 
sao o aparecimento de corpusculos de Dohle e 
granulates toxicas. 

O neutrofilo e um granulocito e e a partir da 
libera^ao do conteudo de seus granulos que ele 
promove a morte e digestao bacteriana. Na sequen- 
cia de matura^ao dos neutrofilos, os granulos pri¬ 
maries sao visualizados nos estagios de pro-mie- 
locito e mielocito; posteriormente, nao sao mais 
visualizados, sendo chamados tambem de granu¬ 
los inespecificos ou azurrofilos. 1 - 2 Os granulos 
primarios contem a mieloperoxidase (MPO), que 
catalisa a produ^ao de hipoclorito (OC1"), a partir 
de cloreto, e do peroxido de hidrogenio (H 2 0 2 ) 
produzidos a partir do metabolismo oxidativo, 
que e um bactericida eficaz e potente. 1 ’ 2 Contem 
defensinas (proteinas cationicas que destroem va- 
rios tipos de bacterias, fungos e virus), lisozimas, 
proteinas que aumentam a permeabilidade bacte- 
riana (BPI, do ingles bactericidal permeability in¬ 
creasing protein), azurocidina, elastase, catepsina, 
proteinases e esterases. 1 - 2 

Os granulos secundarios, tambem chamados 
de especificos, contem lactoferrina (quela o atomo 
de ferro, indisponibilizando-o para o crescimento 
bacteriano), vitamina B a , ativadores do plasmino- 
genio, colagenases (degradam o colageno, aumen¬ 
tam o movimento ameboide atraves do tecido e 
tern participate na cicatrizatao), lisozimas e ge- 
latinases. 1 - 2 Expressam na sua superficie CD11, 
CD18, CD24, CD66 e receptores para FMLP, C5a 
e citocromo b. O CDll e o CD18 tern participator) 
na adesao do leucocito ao endotelio durante a in- 
flama^ao, na fagocitose e no metabolismo respira¬ 
tor io. 1 - 2 Sao visualizados no estagio de mielocito, 
metamielocito, bastonete e segmentado. 

Os granulos terciarios sao chamados de gra¬ 
nulos de gelatinase e contem, alem da gelatinase, 
receptor para FMLP e CDll. 1 - 2 Os granulos qua¬ 
ternaries, chamados de vesiculas secretoras, estao 
distribuidos amplamente por toda a membrana 
citoplasmatica, contem fosfatase alcalina, albumi- 
na, citocromo b e receptores para complemento e 
FMLP. 1 - 2 

A granula^ao toxica representa a visualiza^ao 
das granulatoes primarias cm metamielocitos e 
neutrofilos (bastonetes + segmentados), celulas 
que, em situates fisiologicas, nao tern essas granu¬ 
lates reveladas em decorrencia do aumento da 
prolifera^ao dos neutrofilos e abrevia^ao da mitose. 


Os corpusculos de Dohle que podem acompanhar 
as granulates toxicas sao a visualiza^ao do reti- 
culo endoplasmatico rugoso. O aparecimento de 
granulates toxicas e corpusculos de Dohle pode 
ser correlacionado com infec^o bacteriana grave. 
A presemja de vacuolos citoplasmaticos nos neu¬ 
trofilos podem indicar processo infeccioso bacte¬ 
riano agudo, tendo seu significado como a visua¬ 
lization do processo de fagocitose celular. 

Frente a um processo infeccioso, a resposta 
medular pode ser bastante intensa e apresentar 
uma leucocitose acima de 50.000 leucocitos/pL. 
Esse quadro hematologico e chamado de rea^ao 
leucemoide 15 (RL) e apresenta, alem do desvio nu¬ 
clear a esquerda, metamielocitos e mielocitos; em 
reat es mais graves, podem ser visualizados pro- 
-mielocitos e mieloblastos. 15 Esse quadro pode ser 
confundido com leucemia mieloide cronica 
(LMC) em fase cronica, recebendo, por esse moti- 
vo, nome de rea^ao leucemoide. Pelo hemograma, 
eosinofilia, basofilia e plaquetas aumentadas indi¬ 
cam LMC; granulates toxicas, corpusculos de 
Dohle, vacuolos citoplasmaticos e plaquetas nor¬ 
mals ou diminuidas podem indicar RL. A prova 
da fosfatase alcalina pode fazer a distint ao en tre 
as duas situates. Uma prova com escore aumen- 
tado fala a favor de RL, com escore baixo ou zero, 
de LMC. A fosfatase alcalina aumenta nos granu¬ 
los dos neutrofilos quando esses estao ativados, o 
que ocorre quando existem processos infecciosos 
ou inflamatorios. Na LMC, a proliferatao dos neu¬ 
trofilos nao se da por estimulo de citocinas secreta- 
das a partir do sitio inflamatorio e sim por altera- 
tao clonal de uma celula-tronco. Nessa situatao, o 
neutrofilo nao esta ativado e, por esse motivo, o 
escore da fosfatase alcalina e baixo. Outra manei- 
ra de se diferenciar laboratorialmente um quadro 
de RL de LMC e a realizatao do cariotipo com a 
pesquisa do cromossomo Philadelphia, que estara 
ausente na RL e presente na LMC. A biologia mo¬ 
lecular tambem pode fazer essa distintao com a 
pesquisa do gene quimerico BCR-ABL , presente 
na LMC. 

A terceira dificuldade em interpretar o leuco¬ 
grama esta no valor de referenda. De modo geral, 
esses valores variam entre 4.000 a 11.000 leucoci- 
tos/pL e sao obtidos a partir de uma populatao 
normal. A distribuitao desses valores segue uma 
curva de distribuitao normal. A Figura 8.19 mos- 
tra a distribuitao dos valores de referenda na cur¬ 
va de distribuitao normal. 
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FIGURA 8.19 Distribuigao dos valores de 
referenda na curva de distribuigao normal. 


DP, desvio padrao. 


O valor de referenda mais baixo (4.000) esta 
plotado em menos 2 desvios-padrao, e o valor 
mais alto (11.000) em mais 2 desvios-padrao; esse 
inter valo representa 95% da populagao. Dessa 
populagao, 5% estao fora dos valores de referenda, 
mas sao normais; isso significa que se pode ter 
padentes com menos de 4.000 ou mais de 11.000 
leucocitos/pL que sejam normais. Valores abaixo 
de 4.000 leucocitos nao representam, necessaria- 
mente, um quadro de leucopenia, como valores 
acima de 11.000 nao representam, necessariamente, 
leucocitose. Valores abaixo de 2.000 leucocitos/pL 
devem ser encarados como leucopenia, assim 
como valores acima de 13.000 leucocitos/pL 
devem ser encarados como leucocitose. Um indi- 
viduo pode ter como valor constitucional de leuco¬ 
citos uma variagao de cerca de 5.000 leucocitos/pL. 
Caso essa mesma pessoa apresente um valor de 
9.0000 leucocitos/pL, tera uma leucocitose, por- 
que seu numero basal de leucocitos quase dobrou 
e, na interpretagao clinica, nao ha leucocitose. O 
inverso tambem e verdadeiro: caso o individuo te- 
nha como valor basal de 9.000 leucocitos/pL e 
apresente uma contagem leucocitaria de 4.000 
leucocitos/pL, havera um quadro de leucopenia 
que nao sera levado em conta na interpretagao cli¬ 
nica. A leucocitose ou leucopenia, quando os valo¬ 
res leucocitarios estao dentro da referenda, sao de 
dificil interpretagao clinica, mas, na interpretagao 
laboratorial, esse fato nao pode ser esquecido. 
Portanto, deve-se sempre analisar o leucograma 
como um todo e sempre pelo valor absoluto, nao 
pelo valor relativo; a unica celula que e interpreta- 
da pelo valor relativo e o numero de bastonetes. 
Reforga-se mais uma vez a necessidade de 


leucograma s de controle na interpretagao da ins- 
talagao de um quadro infeccioso agudo. 

A quarta dificuldade na interpretagao do leu¬ 
cograma e saber se houve variagao significativa, 
para mais ou para menos, entre duas contagens de 
leucocitos de amostras coletadas em tempos dis- 
tintos. Um paciente teve um resultado de leucoci¬ 
tos de 13.000; em uma segunda coleta, a contagem 
de leucocitos foi de 15.000. Estatisticamente, a 
contagem de leucocitos e a mesma ou nao houve 
variagao significativa entre as duas contagens? 
Para responder a essa questao, deve ser aplicada a 
equagao que esta descrita no Capitulo 4, Controle 
de qualidade em hematologia, no topico Como sa¬ 
ber se um resultado realmente difere do outro. 

A cinetica dos neutrofilos e estimulada por fa- 
tores de crescimento e por citocinas produzidas 
por celulas da medula ossea e dos tecidos. O fator 
estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), 
o fator estimulante de colonias de granulocitos e 
macrofagos (GM-CSF) e a interleucina-1 (IL-1) re- 
tardam o processo de apoptose e, em situagoes de 
processos infecciosos agudos, aumentam a sobre- 
vida dos neutrofilos nos tecidos. 1 - 2 Os fatores de 
crescimento e as citocinas desempenham um pa- 
pel fundamental no controle da produgao leucoci¬ 
taria. 1 - 2 A Tabela 8.4 mostra os fatores de cresci¬ 
mento, qual a celula estimulada por cada fator e o 
local de produgao. 

O G-CSF aumenta a expressao do CD1 lb, 
uma integrina que promove a adesao dos neutro¬ 
filos a celula endotelial e favorece a diapedese. 
Tambem aumenta a afinidade ao CD62L, uma L- 
-selectina que e expressa na celula endotelial. 1 - 2 Os 
fatores de crescimento tambem fazem a ativagao 
dos neutrofilos, levando a produgao de superoxi- 
do, em resposta a produtos bacterianos, como o 
FMLP (N-formil-metil-leucina-fenilalanina). 1 - 2 
Outros fatores de crescimento, como o fator de 
necrose tumoral a e P (TNF-a, TNF-P), as inter- 
leucinas (IL-1,6 e 8) e as fragoes do complemento 
(C5a), induzem a liberagao de leucocitos pela me¬ 
dula ossea. 1 - 2 

A quinta dificuldade na interpretagao do leu¬ 
cograma e que, durante o curso de um processo 
infeccioso bacteriano agudo, pode haver mudanga 
de um quadro em que a produgao e maior que o 
consumo para um quadro em que a produgao e 
menor que o consumo ou vice-versa. Isso esta na 
dependencia da evolugao clinica do paciente, que 
sera discutida a seguir nas causas de neutrofilia. 
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TABELA 8.4 Celufas estimuladas pelo fator de crescimento e o local de produgao 

FATOR DE CRESCIMENTO 

cElula estimulada 

LOCAL DE PRODU^AO 

Fator estimulante de colonias de 
macrofagos (CSF-1) 

Monocito, macrofago 

Celulas endoteliais, monocitos, 
macrofagos e fibroblastos 

Fator estimulante de colonias para 
granulocitos e macrofagos {GM-CSF) 

Granulocitos, megacariocitos, eritrocitos, celulas-tronco e 
blastos leucemicos 

Linfocitos T, celulas endoteliais e 
fibroblastos 

Fator estimulante de colonias para 
granulocitos (G-CSF) 

Granulocitos, macrofagos, celulas endoteliais, 
fibroblastos e blastos leucemicos 

Celulas endoteliais, placenta, 
monocitos e macrofagos 

lnterleucina-3 

Granulocitos, celulas eritroides, celulas-tronco e blastos 
leucemicos 

Linfocitos T 

lnterleucina-4 

Linfocitos T e B 

Linfocitos T 

lnterleucina-5 

Linfocitos B 

Linfocitos T 

lnterleucina-6 

Linfocitos B, linfocitos T, unidade formadora de colonias 
de granulocitos, eritrocitos, macrofagos e megacariocitos 
(CFU-GEMM), unidade formadora de colonias de 
granulocitos e macrofagos (CFU-GM) e macrofagos 

Fibroblastos, leucocitos e celulas 
endoteliais 

lnterleucina-7 

Linfocitos B 

Leucocitos 

lnterleucina-8 

Linfocitos T e neutrofilos 

Leucocitos 

lnterleucina-9 

CFU-GEMM 

Linfocitos 


lnterleucina-tl 

Linfocitos T, linfocitos B, CFU-GEMM e macrofagos 

Macrofagos 



O sistema mononuclear fagocitario, anteriormen- 
te chamado de sistema reticuloendotelial, e com- 
posto pelos monoblastos, pro-monocitos, mono- 
citos e macrofagos. Tern como fungao a remogao 
de celulas mortas, senes centes, estranhas ou alte- 
radas, remogao de particulas estranhas, regulagao 
da fungao de outras celulas, processamento e 
apresentagao de antigenos nas reagoes imunologi- 
cas e participagao em reagoes inflamatorias agu- 
das e cronicas. Tern tambem um papel importante 
na formagao da placa de ateroma e na destruigao 
tanto de microrganismos como de celulas neopla- 
sicas e de enxertos. 1 - 2 

O principal sitio de produgao dos mononuclea- 
res e a medula ossea. A prolifera^o e a diferenciagao 
da celula mieloide comprometida com a linhagem 
dos mononucleares se dan de monoblasto a mono- 
cito, passando pela fase intermediaria de pro-mo- 
nocito; a diferenciagao a macrofago ocorre nos te- 
cidos. 1 ’ 2 Os fatores de crescimento G-CSF (fator 
estimulante de colonias de granulocitos), M-CSF 
(fator estimulante de colonias de monocitos e ma¬ 
crofagos), GM-CSF (fator estimulante de colonias de 
granulocitos e macrofagos) e interleucina-3 (IL-3) 
sao os responsaveis pela prolifera^ao e diferenciato 


dos mononucleares. 1 ^ Os mononucleares, na me¬ 
dula ossea, estao divididos em compartimento mi- 
totico e compartimento pos-mitotico: o primeiro e 
composto pelos monoblastos e pro-monocitos, e o 
segundo, pelos monocitos. 1 - 2 O monocito, no san- 
gue periferico, e considerado uma celula interme¬ 
diaria que adquire sua maturidade funcional nos 
tecidos como macrofago. 1 - 2 Quando o monocito sai 
da medula ossea e entra no sangue periferico, ele 
tern dois caminhos: ou ele fica no compartimento 
marginal (aderido as celulas endoteliais) ou no 
compartimento circulante. 1 - 2 A Figura 8.20 exem- 
plifica a cinetica dos monocitos. 



O compartimento dos monocitos na medula 
ossea possui aproximadamente de 600xl0 6 mono- 
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citos/Kg de peso, o sangue periferico possui cerca 
de 80x10 monocitos/Kg de peso. 1 ’ 2 Os monocitos 
circulam entre 4,5 a 10 horas, em um tempo medio 
de aproximadamente oito horas, e a entrada e a saida 
de monocitos no sistema vascular sao de aproxima¬ 
damente 7xl0 6 monocitos/Kg/hora. 12 O monocito, 
nos tecidos, diferencia-se em macrofago e torna-se 
residente. Quando ativado, exerce sua fun^ao e tern 
capacidade de proliferar. 1 ’ 2 Os macrofagos estao 
presentes em varios tipos de tecidos e orgaos: 56% 
do total dos macrofagos estao no figado, 15% nos 
pulmoes, 8% no peritonio e o restante distribui-se 
nos demais orgaos (ba^o, rim, linfonodos, gonadas 
e sistema nervoso central, entre outros). 1 ’ 2 O fato de 
o macrofago proliferar no tecido e importante por- 
que, quando a demanda tecidual por macrofagos 
aumenta, ele pode proliferar e nao haver aumento 
de monocitos no leucograma. A Figura 8.21 traz 
fotografias de monocitos e macrofagos. 

No ba 90 , os macrofagos estao presentes tanto 
na polpa branca como na polpa vermelha. Na pol- 
pa vermelha, estao presentes em grande numero e 
tern a fun^ao de fagocitar eritrocitos senescentes 
ou alterados; na polpa branca, estao em menor 
numero, localizados nos centros germinativos, e a 
principal fun^ao e o process amento e a apresenta- 
^ao de antigenos na resposta imunologica. 1 * 2 

No tecido hepatico, recebem a denomina^ao 
de celulas de Kupffer; posicionam-se ao longo das 
paredes dos sinusoides hepaticos e fagocitam par- 
ticulas provenientes do sangue periferico, como 
lipossomos, bacterias, parasitas, virus, eritrocitos 
alterados, fibrina e produtos de degrada^ao do fi- 
brinogenio e/ou fibrina. 1 * 2 Produzem interleuci- 
na-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral (TNF) e 
podem alterar a fun^ao do hepatocito. 1 * 2 

Na medula ossea, onde tambem sao chamados 
de celulas reticulares, compoem o microambiente 
da medula ossea e regulam a libera<~ao das celulas 
do estroma para os sinusoides. 1 * 2 Ao contrario dos 


macrofagos do ba$o e do figado, os macrofagos da 
medula ossea sao fagocitos facultativos. 1 * 2 

:: RECEPTORES DOS MACROFAGOS 

A membrana citoplasmatica dos macrofagos pos¬ 
sui varios receptores que estao relacionados com a 
fun^ao celular. Os macrofagos tern receptores 
para imunoglobulinas cuja fun^ao esta relaciona- 
da com a fagocitose, com a secre<;ao de proteinas, 
enzimas e com a gera^ao de produtos reativos a 
partir do metabolismo do oxigenio e nitrogenio. 1 * 2 
O Quadro 8.2 mostra os receptores para imuno¬ 
globulinas presentes nos macrofagos. 1 * 2 


QUADRO 8.2 Receptores para imunoglobulinas 
presentes nos macrofagos 


■■■■■■■■■■■ 

IgG FcyRI {CD64} 

Tern agao na fagocitose e no 
metabolismo respiratorio oxidativo. 
Tambem esta expresso em neutrofilos 

IgG FcyRII {CD32} 

Tern agao na fagocitose e no 
metabolismo oxidativo. Tambem esta 
expresso em neutrofilos, linfocitos B e 
linfocitos NK 

IgG FcyRHI {CD16} 

Tern agao na fagocitose. Tambem esta 
expresso em linfocitos NK e neutrofilos 

IgE FcyRH (CD23) 

Esta envolvido com as reagoes alergicas. 
Tambem esta expresso em linfocitos NK, 
eosinofilos e plaquetas 

IgA FcaR 

A ligagao desse receptor com complexos 
de IgA induz uma serie de respostas, 
como geragao de superoxidos, liberagao 
de mediadores inflamatorios e fagocitose 
e a destruigao de varios microrganismos 
patogenicos. Tambem esta expresso 
em neutrofilos, eosinofilos, eritrocitos e 
linfocitos T e B 


Os macrofagos tambem possuem receptores 
para complemento, como o CR1 (CD 35) e o CR3 
(CD11/CD18). O CD35 aumenta a atividade 
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FIGURA 8.21 Monocitos e macrofagos 
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fagocitaria, e o CR3, alem de aumentar a atividade 
fagocitaria, promove a adesao ao endotelio 
durante o processo inflamatorio. 1 - 2 A perda desses 
receptores pode predispor o paciente a infec^oes 
bacterianas recorrentes. 1 - 2 Tambem possuem re¬ 
ceptores para a a 2 -macroglobulina, que pode se 
unir a varios fatores de crescimento, citocinas, 
hormonios, antlgenos, proteinas bacterianas, fa- 
tores inibidores de leucemias e fator de necrose 
tumoral. 1 - 2 Possui receptores para proteinas glico- 
siladas, como manose e fucose. 1 - 2 Possui receptor 
para a transferrina 1 - 2 podendo, desse modo, inter- 
nalizar o atomo de ferro como ferro de deposito. 
Possui receptor para o fator de necrose tumoral 
(TNF), que induz a prolifera^ao celular, diferen- 
cia^ao e morte apoptotica. 1 - 2 O CD40, o CD27, o 
CD3Q e o CD95 sao receptores para o TNF. 1 - 2 O 
CD40 esta envolvido com a ativa^ao de linfocitos 
T e B. O CD27 e um ligante para o CD70 que esta 
envolvido na intera^ao celular entre linfocitos T e B, 
proliferate do linfocito T e secre^ao de citocinas. 
O CD30, tambem expresso em celulas T e B ativa- 
das e celulas de Reed-Sternberg (linfoma de 
Hodgkin), esta envolvido com a ativa^ao, prolife- 
ra^ao, diferencia 9 ao e morte celular. O CD 9 5 esta 
correlacionado com a ativa^ao do sinal apoptotico 
e indu^ao da morte celular. Os macrofagos tam¬ 
bem possuem receptores para fatores de coagula^ao, 
como fator VII, VII ativado, fibrinogenio, trombina, 
fator X, X ativado, ativadores do plasminogenio e re¬ 
ceptores para o fator tissular (fator III). 1 - 2 Tern re¬ 
ceptores para fatores quimiotaticos, como FMLP 
(formil-metionina-leucina-fenilalanina), que in¬ 
duz o movimento ameboide e a libera^ao de liso- 
zimas e superoxido. 1 - 2 Tern receptor para CD4, 
pelo qual o virus HIV o invade e torna-o seu re- 
servatorio. 1 - 2 Os macrofagos possuem receptores 
para a lactoferrina, que possibilitam ao macrofago 
internalizar o complexo ferro-lactoferrina, nao 
disponibilizando o ferro para o crescimento bac- 
teriano. 1 - 2 Possuem, tambem, receptores para li- 
poprotelnas, podendo internalizar o LDL-coleste- 
rol e contribuindo para a gera^ao da placa de 
ateroma. 1 - 2 



Os eosinofilos sao produzidos na medula ossea a 
partir da celula-tronco comprometida com a linha- 
gem mieloide. No estagio de mieloblasto e pro-mie- 
locito, os granulocitos nao sao diferenciados, mor- 
fologicamente, entre si. A partir do estagio de 


mielocito, quando se inicia a produ^ao das granula- 
9 oes secundarias, os eosinofilos podem ser 
distinguidos dos neutrofilos e basofllos. 1 - 2 A prolife- 
ra 9 ao e a diferencia 9 ao dos eosinofilos acontecem a 
partir de tres fatores de crescimento: interleucina-3 
(IL-3), interleucina-5 (IL-5) e do fator estimulante de 
colonias de granulocitos e macrofagos (GM-CSF). 1 - 2 
A IL-3 e o GM-CSF estimulam todos os granuloci¬ 
tos, nao sendo, portanto, especlficos para os eosino¬ 
filos. A IL-5 e fundamental para a prolifera 9 ao, dife- 
rencia 9 ao e fun 9 ao dos eosinofilos. 1 - 2 

Os eosinofilos maduros circulam cerca de 18 
horas, 15 migrando posteriormente para os tecidos 
onde sao encontrados, em cond^oes fisiologicas, 
na pele, 1 - 2 no trato gastrintestinal (exceto no esofa- 
go), 16 na mucosa do trato respiratorio, 1 - 2 no trato 
reprodutivo feminino 16 e na glandula mamaria. 16 

Os granulos especlficos dos eosinofilos sao ri- 
cos em uma protelna chamada de major basic pro¬ 
tein (MPB), rica em arginina e com grande afinida- 
de por moleculas acidas. Os granulos especlficos 
tambem sao ricos em peroxidase e Ions halogenos. 1 * 2 

As causas de eosinofilia podem ser divididas 
em dois modos; 16 eosinofilia mediada por citoci¬ 
nas, que aumentam a prolifera 9 ao e sobrevida do 
eosinofilo e sao chamadas de eosinofilias extrln- 
secas, e as eosinofilias intrlnsecas, que sao muta- 
9 oes que levam a expansao clonal e que se caracte- 
rizam por serem doen 9 as hematologicas com 
envolvimento da linhagem eosinofllica. 16 As ex- 
trlnsecas sao reativas; outras celulas produzem 
citocinas (IL-3, IL-5 e GM-CSF) que ativam os 
eosinofilos e seus precursores. 16 As doen 9 as in¬ 
trlnsecas sao representadas por doen 9 as como 
leucemia eosinofllica cronica (LEC), leucemia 
mieloide cronica (LMC) associada com eosinofi¬ 
lia, policitemia vera (a muta 9 ao JAK-2 aumenta a 
secre 9 ao de IL-5), slndromes mielodisplasicas 
(pode ocorrer eosinofilia), trombocitemia essen- 
cial, metaplasia mieloide e slndrome da hipereosi- 
nofilia. 16 A slndrome da hipereosinofilia e uma 
eosinofilia idiopatica, e varios pacientes com essa 
slndrome sao responsivos ao imatinibe, mas nao 
apresentam rearranjos geneticos. Atualmente, es¬ 
ses pacientes sao considerados como tendo uma 
LMC ou LEC; 16 geralmente o numero de leucoci- 
tos esta entre 10.000 e 30.000/pL com o numero 
de eosinofilos variando entre 30 a 70%. 15 

As eosinofilias extrinsecas sao representadas 
por parasitoses, doen 9 as alergicas, infecciosas, 
doen 9 a do enxerto contra hospedeiro, doen 9 as 
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inflamatorias clonais de celulas T, doen^as indu- 
zidas por drogas, tumores com origem em celulas 
hematopoieticas e tumores solidos. 16 

Rinoconjuntivite, asma bronquica, esofagite 
eosinofilica, dermatite atopica e, em crian 9 as, a 
alergia alimentar e a colite alergica sao doen^as 
alergicas comuns 16 e tern como caracteristica, na 
maioria dos pacientes, eosinofilia no sangue e nos 
tecidos. 16 A eosinofilia com consequente produ- 
9 ao de IgE ocorre porque o alergeno ativa os linfo- 
citos T CD4+, especificamente a subpopula^ao 
TH 2 , que estimula a produ^ao de anticorpos pelo 
linfocito B, os quais produzem uma grande quan- 
tidade de citocinas, entre elas a IL-5, fazendo com 
que a diferencia^ao, prolifera^ao, ativa^ao e sobre- 
vida eosinofilica aumentem. 16 Os eosinofilos con- 
tribuem no processo inflamatorio porque, quan- 
do fazem a degranula^ao, causam um dano 
tissular com subsequente disfun^ao do orgao afe- 
tado, 16 pois apresentam um potencial oxidativo 
grande pelo fato de seus granulos serem ricos em 
NADPH oxidase e por produzirem radicais livres 
e ions halogenos. 24 * 26 Apesar da capacidade de fa- 
gocitose e de seu potencial oxidativo, a destrui^ao 
de bacterias nao e a principal fun^ao do eosinofi- 
lo. A principal fun^ao e a modula^ao das rea^oes 
de hipersensibilidade pela a^ao de aminas oxidati- 
vas e de histaminases. 1 - 2 Quando ocorre ativa^ao 
dos linfocitos T (CD4+ TH 2 ), alem da ativa^ao dos 
eosinofilos, ocorre ativa^ao das celulas endoteliais 
com expressao, na superficie celular, de E-selecti- 
nas 1 ’ 2 e moleculas de adesao intercelular (ICAM-1 
e VCAM-2). 12 Os eosinofilos apresentam, em sua 
membrana citoplasmatica, receptores para essas 
moleculas adesivas (antigeno Lewis para E-selec- 
tinas, CDllb/CD18 para ICAM-1 e integrinas 
para VCAM-1). 1 ’ 2 Apos a liga<~ao com a celula en- 
dotelial, eles passam ao tecido e migram para o 
sitio inflamatorio. 1 ’ 2 Os receptores para moleculas 
VCAM so se expressam em eosinofilos. 15 Os eosi¬ 
nofilos tern receptores para a regiao Fc das imu- 
noglobulinas dos tipos IgG e IgE, para as frames 
do complemento C3b/C4b (CR 1), iC3b (CR 3) e 
C5a e para IgA, sendo especifico para sitios infla- 
matorios secretores, como os tratos respiratorio, 
gastr intestinal ou geniturinario. 1 ’ 2 

Os parasitas que causam eosinofilia sao aque- 
les que induzem uma resposta inflamatoria com 
aumento da subpopula^ao TH 2 com consequente 
eosinofilia e aumento de IgE. 16 Os eosinofilos tern 
grande afinidade pelos anticorpos do tipo IgE que 


recobrem os parasitas e, ao se ligarem a esses anti¬ 
corpos, fazem a degranula^ao com libera^ao de 
proteinas citotoxicas. 1 - 2 Os parasitas que frequen- 
temente causam eosinofilia sao Ascaris lumbricoi- 
des, Ancylostoma duodenale, Strongyloides sterco- 
ralis , Taenia sp.. Schistosoma mansoni e Toxocara 
canis. A eosinofilia pode ser encontrada na 
malaria por Plasmodium falciparum. 1 ’ 2 Como o 
eosinofilo possui receptor para LPS (lipopolissa- 
carideo = endotoxinabacteriana), ele pode ter uma 
participa^ao na imunidade antibacteriana, apesar 
de a associa^ao de eosinofilia com infec^oes bacte- 
rianas nao ser comum. 16 Nos processos infecciosos 
virais, a eosinofilia nao e um achado hematologico 
comum; no entanto, em processos virais com en- 
volvimento especifico de celulas TH 2 , a eosinofilia 
pode ocorrer, o que explica por que infec^oes vi¬ 
rais do trato respiratorio sao uma causa importan- 
te de exace rba^ao de asma bronquica. 16 

A eosinofilia tern sido observada na doen^a do 
enxerto contra o hospedeiro, principalmente nos 
quadros cronicos gastrintestinais e cutaneos. 16 

A eosinofilia e um achado caracteristico das 
rea^oes de hipersensibilidade mediada por medi- 
camentos. As drogas associadas a eosinofilia sao 
anticonvulsivantes (carbamazepina, fenobarbital, 
fenitoina, primidona, lamotrigina, acido valproi- 
co, gabapentina e benzodiazepinicos), antineo- 
plasicos (alopurinol), antimicrobianos (minoci- 
clina, terbinafina, nitrofurantoina, isoniazida e 
abacavir), sulfas (sufonamida, dapsona e sulfasa- 
lazina), anti-inflamatorios (oxicam e talidomida), 
anti-hipertensivos (captopril e diltiazem) e anti- 
diabeticos (sorbinil). 16 Fumantes podem apresen- 
tar eosinofilia. 1 ’ 2 

A eosinofilia tecidual e sanguinea esta asso- 
ciada com o linfoma de Hodgkin, linfoma cuta- 
neo de celula T e sindrome de Sezary. 16 A eosino¬ 
filia, nessas patologias, esta associada ao aumento 
da produ^ao de IL-5. 16 A eosinofilia sanguinea e 
tecidual tambem foi observada em pacientes com 
tumores de origem epitelial, como da glandula ti- 
reoide, estomago, figado e bexiga; nao se sabe a 
causa da eosinofilia ou a fun^ao dos eosinofilos 
nessas doen^as. 16 

A eosinopenia e dificil de avaliar quando se faz 
a contagem diferencial pelo metodo manual. 
Quando a contagem diferencial e realizada por 
aparelhos que fazem a contagem em cinco partes, 
e possivel detectar a eosinopenia. A eosinopenia e 
um achado caracteristico nas infec^oes bacterianas 
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agudas. A correlagao entre eosinopenia e processo 
infeccioso bacteriano agudo nao tem uma explica¬ 
te*. Pode ser devido a uma combinagao de fatores, 
como sequestro, marginagao e quimiotaxia. O re- 
aparecimento de eosinofilos no sangue periferico 
geralmente e um sinal de melhora do processo in¬ 
feccioso bacteriano agudo. 



Os basofilos e os mastocitos sao celulas semelhan- 
tes, tanto em morfologia como pela alta afinidade 
por anticorpos do tipo IgE, sendo derivados da 
celula-tronco comprometida com a linhagem 
mieloide. 15 Os basofilos fazem toda a sua matura- 
gao na medula ossea, passam ao sangue periferico 
e, posteriormente, migram para os tecidos, en- 
quanto os mastocitos migram aos tecidos quando 
ainda sao imaturos e neles se diferenciam. 15 Os 
basofilos e os mastocitos sao ricos em histamina e 
estao envolvidos com o inicio e a propagagao dos 
processos inflamatorios e alergicos. 15 O basofilo 
esta envolvido nas reagoes de hipersensibilidade 
imediata, como asma, urticaria, rinite alergica e 
reagao anafilatica. 15 O principal estimulo para a 
ativagao dos basofilos sao os anticorpos IgE. Eles 
tambem sao estimulados pela IL-3, fragoes do 
complemento (C5a), fator estimulador de colon ias 
de granulocitos, veneno de insetos, determinados 
alimentos, 6 alguns medicamentos (manitol, con- 
trastes e relaxantes musculares) e macrofagos e 
pela FMLP (formil-metionina-leucina-fenilalani- 
na). 15 O basofilo ativado secreta histamina, leuco- 
trienos, IL-4 e IL-13. 17 A histamina e considerada 
um mediador que causa os sintomas agudos do pro¬ 
cesso alergico. A IL-4 aumenta a secregao de media- 
dores pro-inflamatorios e varias citocinas pelos 
mastocitos. 2 A IL-13 aumenta a produgao de IgE e a 
expressao do receptor para a IgE no basofilo. 18 A ba- 
sofilia pode ser encontrada em rea^oes de hipersen¬ 
sibilidade associadas com IgE, na colite ulcerativa, 
na artrite reumatoide juvenil e em pessoas expostas 
a radiagao ionizante. 8 A basofilia tambem e encon¬ 
trada nas doengas mieloproliferativas, como poli- 
citemia vera, mielofibrose, trombocitemia essen- 
cial e leucemia mieloide cronica; nessa ultima, a 
basofilia pode ser considerada como indicador de 
mudan^a de fase. 8 


O sistema linfatico come^a a se desenvolver no final 
da quinta semana de gesta^ao, apos os primordios 


do sistema vascular tornarem-se reconhecidos, e 
esta constituido pelos orgaos linfaticos primarios 
e secundarios. 1 ’ 2 Os orgaos linfaticos primarios 
sao o timo e a medula ossea: o primeiro esta en¬ 
volvido com a prolifera^ao e diferencia^ao dos 
linfocitos T, e o segundo, com a prolifera^ao e di- 
ferencia^ao dos linfocitos B. Os orgaos linfoides 
secundarios sao ba^o, linfonodos, placas de Peyer 
e amigdalas. 1 * 2 A Figura 8.22 traz uma represen- 
ta^ao dos orgaos linfoides. 


Tonsila 


Duto toracico 


Placas 
de Peyer 


Linfonodos 

Veia jugular interna 

Projegao do timo 
Linfonodos 



Vasos linfaticos 


Linfonodos 


Vasos linfaticos 


Linfonodos 


FIGURA 8.22 Representagao dos orgaos 
linfoides. 


O sistema linfatico distribui-se por todo o or- 
ganismo e tem a fungao de recolher o liquido teci- 
dual que nao retornou aos capilares sanguineos; 
esse liquido e filtrado e retorna ao sistema circula- 
torio. 19 O sistema linfatico inicia em fundo de 
saco e nas extremidades, e sua circulagao se faz 
em diregao ao coragao. Os capilares linfaticos das 
extremidades vao-se unindo e formando os vasos 
linfaticos, que se anastomosam em dois grandes 
ductos: o toracico e o linfatico. 19 O primeiro recebe 
os vasos linfaticos provenientes dos membros 
inferiores, do lado esquerdo da cabega, do brago 
esquerdo e de parte do torax; o segundo do lado 
direito da cabega, do brago direito e de parte do 
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tor ax. 19 Esses dutos linfaticos desembocam na veia 
jugular interna. 1 ’ 2 As celulas presentes na linfa, em 
situates fisiologicas, sao os linfocitos. 

:: DIFERENCIA^AO DOS LINF6CIT0S T -TIMO 

O timo e um orgao linfoepitelial situado no rnc- 
diastino. Atinge seu desenvolvimento maximo no 
feto e no recem-nascido, cresce ate a puberdade, 
quando inicia um processo de involu^ao. 1 - 2 O timo 
e recoberto por uma capsula fibrosa, a partir da 
qual fibras chamadas de trabeculas dividem-no 
em dois lobulos. 1 ’ 2 Os lobulos apresentam duas re¬ 
gie es: a periferica, chamada de cortex, e a outra, 
mais central, denominada medula. Veias e arterias 
penetram o cortex e a medula do timo. Celulas epi- 
teliais, no cortex, se desenvolvem juntas as arterias 
e veias e impedem a passagem dos linfocitos do 
cortex para a medula, fazendo uma barreira cha¬ 
mada de hematotimica. A Figura 8.23 esquemati- 
za o timo mostrando o fluxo sanguineo. 


Cortex 



DIFERENC1ACA0 PROLIFERACAO 


FIGURA 8.23 Esquema e fluxo sanguineo do timo. 


As celulas-tronco comprometidas com a li- 
nhagem linfoide ganham a corrente circulatoria 


e, seletivamente, migram ao timo e instalam-se 
no cortex, onde ha um predominio de linfocitos 
em rela^ao as celulas dendriticas. 1 - 2 As celulas 
dendrfticas fazem uma intera^ao celula a celula 
com os linfocitos, formando um complexo linfo¬ 
epitelial chamado de nurse cells. 1 ’ 2 Ess a intera^ao, 
regulada pelos genes do complexo principal de 
histocompatibilidade, tern como fun^ao fazer a 
prolifera^ao e a diferencia^o dos linfocitos T. 1 ’ 2 
Quando os linfocitos T atingem um determinado 
grau de diferencia^ao, eles pass am a medula do 
timo, que, alem dos linfocitos, tambem tern celulas 
epiteliais, chamadas de celulas epiteliais escamo- 
sas. 1 ’ 2 Essas celulas dao origem aos corpusculos 
de Hassal, que tern a fun$ao, junto com as celulas 
epiteliais, de fazer o estagio final de matura^ao 
dos linfocitos T, para que, posteriormente, pas- 
sem a corrente circulatoria. 1 ’ 2 Os linfocitos cons¬ 
tituent de 80 a 85% das celulas do cortex e cerca 
de 15% das celulas da medula. Os linfocitos do 
cortex apresentam-se como blastos grandes e 
com intensa basofilia de citoplasma, devida a ati- 
vidade proliferativa. 1 - 2 Apos entrar no cortex do 
timo, a celula-tronco passa por quatro estagios 
para se tornar uma celula T diferenciada. A Figu¬ 
ra 8.24 mostra os quatro estagios pelos quais a 
celula T passa para se tornar uma celula madura e 
funcional. 



FIGURA 8.24 Estagios de matura^ao da celula T. 


As celulas-tronco recem-chegadas ao timo 
tern como caracteristica a expressao do CD44 e re- 
ceptores para CD117 e IL-7. 15 O CD44 esta envol- 
vido com a migra^ao leucocitaria ao timo; 8 o 
CD117 e o receptor para o fator stem cell (SCFR) e 
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para o c-kit e esta envolvido com a prolifera^ao e 
diferencia^ao celular; 8 a IL-7 favorece a prolifer a- 
^ao das celulas precursoras dos linfocitos recem- 
-chegadas ao timo. 8 Apos um dia da entrada das 
celulas ao timo, elas estao no primeiro estagio, no 
qual sao chamadas de pro-celulas T, estagio carac- 
terizado pela expressao do CD25, que e o receptor 
para a IL-2, um fator de crescimento para as celu¬ 
las T. 15 A expressao do CD25 da-se pelas citocinas 
(IL-1 e fator de necrose tumoral a) secretadas pe¬ 
las celulas do cortex do timo. 15 Os pro-timocitos 
ou pro-celulas T proliferam rapidamente, mas 
ainda nao expressam os receptores de celulas T 
(TCR|3 e TCRa). Nessa fase, a expressao dos re¬ 
ceptores de celulas T sao antigeno independente. 15 
No segundo estagio, ocorre a diminui^ao da ex¬ 
pressao do CD44 e CD117, o nivel de expressao do 
CD25 continua alto, inicia a expressao do Thy-1, 
HSA e Sca-1/2, e 60% dos timocitos apresentam o 
fenotipo CD3-, CD4- e CD8-. 15 Nesse estagio, ha o 
inicio dos rearranjos para a expressao do TCR(3, 
que inicia antes do TCRy, e a expressao de uma 
proteina transmembrana pertencente a superfa- 
milia das imunoglobulinas (Ig) chamada de pre- 
-Ta. 15 A expressao do TCR{3 junto com a pre-Ta, 
na membrana citoplasmatica do linfocito T, forma 
um heterodimero ligado por pontes dissulfeto 
chamado de pre-TCR. 15 A fun$ao do pre-TCR e se- 
lecionar celulas T TCR[3+ com a finalidade de pro¬ 
mover a prolifer a^ao e diferenciat^ao dessas celu¬ 
las, permitindo que haja o rearranjo do TCRa com 
posterior liga^ao de uma cadeia TCR|3 com uma 
cadeia TCRa. 15 No estagio de pre-celula T tardia, 
nao ocorre mais expressao do CD25 e do pre-Ta, 
forma-se um receptor de celula T maduro chama¬ 
do de complexo TCR(3a. Essa celula, morfologica- 
mente, caracteriza-se por ser um linfocito maduro 
CD4+ e CD8+. 15 O ultimo estagio e caracterizado 
pelas celulas adquirirem um fenotipo unico: elas 
serao linfocitos T CD4+ ou linfocitos T CD8+. Os 
linfocitos T CD4+ unem-se a regiao constante do 
complexo principal de histocompatibilidade 
(MHC, do ingles major histocompability complex ) 
classe II, e os CD8+ unem-se a regiao constante do 
MHC classe I. Os linfocitos CD4+ e CD8+ sao de- 
pendentes do MHC (o antigeno deve estar ligado 
ao MHC) para exercer sua funt^ao. A Figura 8.24 
mostra a diferencia^ao funcional dos linfocitos T. 

A funt^ao efetora e responsavel pela imunida- 
de celular, incluindo a defesa contra bacterias e 
fungos, citolise de celulas infectadas por virus. 


rejei^ao de transplantes e imunidade contra tu- 
mores. A fun<j:ao regulatoria induz ou suprime a 
proliferation e diferencia<;ao das celulas efetoras T 
e das celulas B. Os linfocitos T helper ou celulas 
indutoras CD4+ ativam outras celulas T (pela 
produ^ao de IL-2, estimula as celulas T CD8+ a se 
tornarem citotoxicas) e promovem a produ^ao de 
anticorpos pelas celulas B. Os linfocitos T citoto- 
xicos CD8+ destroem uma celula especifica pelo 
contato celula a celula. Os linfocitos natural killer 
(NK) fazem a mediatao da resposta imune inata; 15 
as celulas NK desenvolvem-se na medula ossea, 
sao dependentes da a^ao da IL-15 e 15 sao caracte- 
rizadas pela presen^a de CD2, CDllb, CD16 e 
CD56. Fazem o reconhecimento e a lise de celulas 
tumorais e celulas infectadas por virus sem neces- 
sidade de reconhecer o MHC, regulam o sistema 
imune e a hematopoiese e fazem a resistencia na¬ 
tural a transplantes alogenicos. As celulas NK re- 
conhecem os seus alvos naturalmente, e esses al- 
vos incluem celulas malignas, celulas infectadas 
por virus, celulas fetais, celulas timicas, celulas da 
medula ossea e macrofagos. Por esse motivo, re- 
presentam a resposta imune inata, enquanto os 
linfocitos CD4+ e os CD8+ representam a respos¬ 
ta imune adaptativa. As celulas NK representam 
15% dos linfocitos perifericos e tambem sao en- 
contradas no figado, na cavidade peritoneal e na 
placenta. 15 As celulas K tern como finalidade me¬ 
dlar a citolise via anticorpo, sao ativas contra in- 
fectoes virais, tumores e doen^as autoimunes. O 
Quadro 8.3 mostra os principals marcadores dos 
linfocitos T e suas caracteristicas. 

Os linfocitos T, alem dos marcadores de mem¬ 
brana, apresentam marcadores enzimaticos. Sao 
enzimas que estao presentes na membrana cito¬ 
plasmatica, no citoplasma ou no nucleo e sao iden- 
tificadas por colora^an citoquimica. 1 - 2 Entre elas, 
estao a a-naftilesterase (encontrada no complexo 
de Golgi), a adenosinadeaminase (ADA) e a puri- 
na nucleosideo fosforilase (PNP). Linfocitos T 
maduros possuem uma alta concentrate ao de ADA 
e baixa de PNP e, a medida que o linfocito T se 
diferencia (matura^ao), esse padrao enzimatico 
inverte-se. A terminal deoxinucleotidiltransferase 
(TdT) e uma DNA polimerase encontrada no nu¬ 
cleo e no citoplasma, tern uma aplica^ao grande 
na caracteriza^ao de leucemias linfociticas agu- 
das, que, em 50% dos casos, sao TdT+, enquanto 
nas leucemias mieloides agudas, as celulas leuce- 
micas sao TdT-. 1 ’ 2 
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QUADRO 8.3 Principals marcadores dos linfocitos T e suas caracteristicas 

1 l j r L ' l v®* * 1 5 i ® j ■ 13*^8 


CD 1 

E composto por um grupo decinco proteinas denominadas CDIa, CDIb, CDIc, CDId e CDIe. 0 CDIa expressa-se 
em linfocitos T do cortex do timo e em celulas dendriticas. 0 CDIc expressa-se em timocitos (linfocitos T do timo) e 
linfocitos B. Esta correlacionado com a apresentagao de antigenos 

CD 2 

£ uma glicoprotelna que se expressa no inicio da diferencia^ao da celula T e esta presente em todos os linfocitos 

T maduros. Tern a fungao de adesao e ativaqao celular. 0 receptor para o CD2 e o CD58, antigeno encontrado nas 
celulas hematopoieticas e em celulas de outros tecidos 

CD 3 

Presente em timocitos e linfocitos T maduros. Associado com receptores de celulas T fazendo uma interagao com as 
tirosinoquinases (PTK) no sinal de transdugao 

CD 4 

t uma glicoprotelna que age como molecula de adesao aumentando a afinidade pelos receptores de celula T. 

Refor^a a intera^ao do linfocito T com outras celulas. t o receptor para o HIV 

CDS 

Expressa-se em timocitos, linfocitos T maduros e em subpopulagoes de linfocitos B. Esta relacionado com a resposta 
imune associada aos macrofagos. Faz a prolifera^ao e ativa^ao de linfocitos T e secre^ao da interleucina-2 

CD 7 

t um dos primeiros marcadores de linfocitos T, presentes em precursors de celula T tanto no flgado como na medula 
ossea, em timocitos e linfocitos T do sangue periferico. Esta associado com a tirosinoquinase e envolvido no sinal de 
transdu^ao de linfocitos T. Regula a atividade de adesao do linfocito T por regular a atividade das integrinas 

CD 8 

Presente nos timocitos, linfocitos T citotoxicos e subpopulagoes de celulas NK {do ingles natural killer). Liga-se 
especificamente as moleculas da dasse 1 do MHC (complexo principal de histocompatibilidade). Atua como um 
correceptor dos receptores de celula T, aumentando a ativa^ao do linfocito T 

CD 25 

t uma glicoprotelna presente em linfocitos T e B ativados e em monocitos. Celulas NK expressam CD25 apos 
estarem ativadas pela IL-2. Presente nas celulas da tricoleucemia (hairy ce//} 

CD 27 

Presente em linfocitos T CD4+ e CD8+, Expressa-se em linfocitos B ativados e em plasmocitos. Esta relacionado 
com a ativa^ao e diferenciagao dos linfocitos T 

CD 28 

Pertence a superfamilia das imunoglobulinas, expressa-se em 95% das celulas CD4+ e 50% das CD 8+. Estimula a 
prolifera^ao de linfocitos T na presenga de mitogenos, de CD2 ou de anticorpos antirreceptores de celulas T. 0 seu 
receptor e o CD80, molecula expressa em linfocitos B ativados e em celulas apresentadoras de antigenos 

CD 40 L 

E membro da familia dos receptores dos fatores de necrose tumoral (TNF-R). Esta presente nas celulas ativadas, 
CD4+. Liga-se ao CD40, estimula a proliferagao de linfocitos B, promovendo a sintese de imunoglobulinas. 
Atualmente, esta numeradocomo CD154 


:: DIFERENCIACAO DOS LINFOCITOS B 

na medula Ossea 

Os linfocitos B for am assim chamados porque, na 
decada de 50, descobriu-se que a retirada da bursa 
de Fabricius, nas aves, comprometia a produ^ao 
de anticorpos. 15 Os linfocitos B sao derivados da 
celula-tronco comprometida com a linhagem lin- 
foide que apresenta os seguintes marcadores: 
CD34+, CD38+ e CD10+. Essa celula pode tanto 
dar origem a linfocitos B quanto T; se ela migrar 
para o timo, dara origem aos linfocitos T e, se per- 
manecer na medula os sea, dara origem aos linfo¬ 
citos B. A diferencia^ao dos linfocitos B na medula 
passa pelos estagios de pro-celula B, pre-celula B e 
celula B. A celula B sai da medula e migra para os 
orgaos linfoides secundarios, onde passa por uma 
fase de transitao e torna-se uma celula B madura. 
A Figura 8.25 mostra a diferencia^ao dos linfoci¬ 
tos B. 



A pro-celula Beo estagio mais imaturo na 
diferencia^ao do linfocito Bee reconhecida por 
expressar os seguintes marcadores: CD10+, CD34+ 
e CD19+, sendo que o CD19 e considerado um 
marcador especifico de celula B. 15 Nesse estagio, 
ocorre o inicio do rearranjo genico para a forma- 
^ao da cadeia pesada das imunoglobulinas (Ig). 15 













































Serie branca - leucograma: aspectos gerais 229 


Quando o CD34 nao e mais expresso, e, no cito- 
plasma, e detectada a proteina da cadeia pesada 
das Ig (p), a celula esta no estagio pre-celula B. 15 
Quando ocorre rearranjo e expressao da cadeia 
leve e expressao na membrana plasmatica de IgM, 
a celula esta no estagio de celula B. 15 O linfocito B 
apresenta na membrana citoplasmatica os recep- 
tores de celulas B (BCR), que sao moleculas de 
imunoglobulinas formadas por duas cadeias pesa- 
das (H, heavy) associadas a duas cadeias leves (L, 
light ) e, junto a molecula do receptor e expressas 
na membrana citoplasmatica, estao duas cadeias 
de imunoglobulinas chamadas de Iga e Ig{3. A Fi- 
gura 8.26 mostra uma representa^ao esquematica 
da estrutura do receptor de celula B. 



estrutura do receptor de celula B. 


O gene que codifica a cadeia pesada das imuno¬ 
globulinas esta localizado no cromossomo 14; 15 fa- 
zendo-se a leitura da posi^ao 5’ do gene para a posi- 
9 ao 3’. A primeira regiao codificante e a variavel (V, 7 
regioes), seguida da regiao diversa (D, 30 regioes), 
posteriormente a regiao de jun^ao (I, com 6 regioes) 
e, por fim, a regiao constante (C, com dez regioes). 
Depois, ocorre um rearranjo genico, e a leitura do 
gene muda, ficando 3’. A partir 

do rearranjo genico, ocorre a transcri^ao com for- 
ma^ao do RNAm que, apos o processamento pos- 
-transcripcional, flea 5’V H D] J H1 3’. 

A cadeia leve das imunoglobulinas pode ser de 
dois tipos: kappa (k) ou lambda (X); a cadeia k e sin- 
tetizada a partir do cromossomo 2, e a X, do cro¬ 
mossomo 22 e estao ligadas de modo covalente a 
cadeia pesada. 15 Fazendo-se a leitura do gene da 
cadeia k da posi^ao 5 3 para a posi^ao 3’, a primeira 
regiao codificante e a variavel (V, com sete regioes), 
a segunda e a regiao de jun^ao (J, com 5 regioes) e, 


por ultimo, uma regiao constante; apos rearranjo 
genico, a leitura do gene fica S’VJkQ. A partir 
dessa conforma^ao, ocorre a transcri^ao e a for- 
ma^ao da cadeia proteica. Fazendo a leitura do 
gene da cadeia X da pos^ao 5’ para 3’, a primeira 
regiao codificante e a regiao variavel (V, com 10 
regioes), posteriormente ha uma associa^o das 
regioes J e C, formando sete regioes (iXi-CX^ JX^ 
-CX 2 ate JX 7 CX 7 ), apos rearranjo genico, o RNAm 
transcreve VX JX CX, que vai formar a cadeia pro¬ 
teica X. A variedade de anticorpos que pode ser 
formada e muito grande, e essa variabilidade pode 
ser explicada pela uniao entre as diferentes regioes 
genicas (V, J, D e C); a segunda explica^ao e que, 
no nucleo das celulas B, ha uma enzima chamada 
de TdT (terminal deoxinucleotidil transferase), 
que pode inserir nucleotideos nas regioes D-J n e 
V h DJ h , aumentando a varia^ao na forma^ao de 
anticorpos. O linfocito torna-se ativado quando o 
antigeno ou outra celula interage com o BCR. A 
associa^ao com a Iga e IgP e importante porque a 
cauda intracelular do BCR e muito curta e da Iga e 
IgP e longa, e essa ultima e responsavel pelo inicio 
da cascata de sinaliza^ao intracelular. 15 A cascata 
intracelular aumenta a prolifera^ao, a sobrevida, a 
diferencia 9 ao e a produ^ao de anticorpo especifico 
pelo linfocito B. O nivel de ativa^ao do BCR e a 
consequente transcri^ao podem ser modificados 
por correceptores expressos na membrana cito¬ 
plasmatica do linfocito B, que podem ligar-se a 
fra 9 oes do complemento, celulas do estroma, lin¬ 
focito T ativados e outras celulas presentes nos 
orgaos linfoides secundarios. 15 

O desenvolvimento das celulas B e feito pela 
intera 9 ao celula a celula com as celulas do estroma 
da medula ossea via integrina (VLA-4) expressa no 
linfocito B, com moleculas de adesao (VCAM-1) 
expressas na membrana citoplasmatica das celulas 
do estroma da medula ossea. A VL-4 tambem se 
liga a fibronectina. 15 As celulas do estroma da me¬ 
dula ossea secretam citocinas, entre elas a IL-7, 
que tambem e chamada de linfopoietina, espeeifi- 
ca para regular a prolifera 9 ao e diferencia 9 ao do 
linfocito B. 15 Quando o linfocito B esta diferencia- 
do, ele migra para os orgaos linfoides secundarios, 
entre eles, o ba 90 . 

O ba 90 e o maior acumulo de tecido linfoide 
do organismo eeo unico orgao linfoide inter- 
posto a circula 9 ao sanguinea. E revestido por 
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uma capsula de tecido conetivo, cuja parte interna 
da origem a uma extensa rede de trabeculas que o 
divide em compartimentos, conferindo-lhe um 
aspecto de esponja. Entre esses compartimentos, 
fica o parenquima ou a polpa tissular. O parenqui- 
ma e dividido em polpa branca (assim chamada 
por ter um predominio de linfocitos) e em polpa 
vermelha, que tern predominio de eritrocitos. 1 - 2 A 
arteria trabecular penetra o ba^o em dire^ao a pol¬ 
pa branca e vai ate o nodulo linfatico. Ao longo des- 
se trajeto, da origem a ramos colaterais (arteriolas), 
que penetram na polpa vermelha. 12 Alguns ramos 
dess as arteriolas for mam, proximo a sua termina- 
<jao, um espessamento chamado de sinusoide, 
constituido de macrofagos, celulas epiteliais e lin¬ 
focitos. 1 - 2 As arteriolas levam o sangue para os si- 
nusoides, o qual passa para as veias da polpa ver¬ 
melha, e ess as se anastomosam formando as veias 
trabeculares que saem do ba^o. Toda a massa san- 
guinea circulante passa pelo ba<;o e e filtrada nos 
sinusoides, onde qualquer antigeno estranho e fa- 
gocitado. 1 - 2 A Figura 8.27 mostra um diagrama 
da circula^ao esplenica, e a Figura 8.28, o detalhe 
da polpa branca, do nodulo linfatico e da polpa 
vermelha. 
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GURA 8.27 Diagrama da circulagao esplenica. 
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FIGURA 8.28 Detalhe da polpa branca, do 


nodulo linfatico e da polpa vermelha. 


Nos nodulos linfaticos, localizado na polpa 
branca, esta o centro germinativo. 1 - 2 Quando o 
linfocito B chega ao ba^o, ele localiza-se junto a 
arteria trabecular (polpa branca) e e chamado de 
celula B em transi^ao (TjB), que da origem a celula 
T 2 B, que, por sua vez, da origem ao linfocito B 
maduro. 15 O linfocito B maduro recircula e migra 
aos linfonodos, as placas de Peyer e a outros teci¬ 
do s linfoides do organismo. 15 As celulas T 2 B e os 
linfocitos maduros for mam o foliculo primario, 
que esta associado ao linfocito T e as celulas TjB e 
localizado junto a arteria trabecular. O centro 
germinativo junto com a zona do manto forma o 
foliculo secundario, onde as celulas B se fazem 
presentes. 15 No foliculo secundario, tambem se 
localizam os macrofagos e as celulas dendriticas 
(celulas apresentadoras de antigenos, CAP). Os 
linfocitos B, alem de serem estimulados por ma¬ 
crofagos e celulas dendriticas, tambem o sao por 
linfocitos T e por polissacarideos bacterianos. 15 A 
ativa^ao de linfocitos B por polissacarideos bacte¬ 
rianos caracteriza uma resposta inata aos patoge- 
nos bacterianos porque a opsoniza^ao desses pa- 
togenos permite a fagocitose pelo neutrofilo. 15 
Quando o linfocito B, localizado no foliculo pri¬ 
mario, e ativado pelos linfocitos T, antigenos de- 
pendentes voltam a forma blastica, maturam a 
plasmocitos e secretam IgM (resposta inicial ao 
processo infeccioso). Os linfocitos B do centro 
germinativo, quando expostos a antigenos solu- 
veis expressos pela celula dendritica, voltam a for¬ 
ma de blasto e maturam a plasmocitos, secretando 
imunoglobulina de alta afinidade; parte dessas 
celulas tornam-se linfocitos de memoria. 15 

Os linfonodos ou ganglios linfaticos sao 
estruturas ovoides semelhantes a um rim, que 
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apresentam um lado com uma reentrancia, cha- 
mada de hilo, rodeado por uma capsula fibrosa, 
que penetra o linfonodo e forma uma rede (malha 
- trabeculas) fibrosa. 1 - 2 Atraves do hilo, vasos san- 
guineos entram e saem do linfonodo, as arterias 
originam as arteriolas, que se espalham no cortex 
ao longo das trabeculas e formam uma rede de ca- 
pilares que se transfer mam em venulas, passando 
do cortex para a medula, e saem do linfonodo 
como veias. 1 - 2 Pela passagem por entre as celulas 
endoteliais (diapedese) das venulas, os linfocitos 
ganham a circula^ao linfatica. 1 - 2 A linfa penetra o 
linfonodo pelos vasos linfaticos aferentes, percor- 
re o cortex e a medula e sai pelo vaso linfatico efe- 
rente. 1 - 2 Nesse trajeto, percorrido lentamente, a 
linfa fica em contato com os macrofagos, que fa- 
zem sua filtra^ao fagocitando particulas estra- 
nhas. A Figura 8.29 mostra uma representa^ao 
esquematica de um linfonodo. 
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FIGURA 8.29 Representagao esquematica de um 
linfonodo. 


A celula que predomina no linfonodo e o lin¬ 
focito. No cortex, os linfocitos estao dispostos em 
grupos, chamados de foliculos ou nodulos linfoi- 
des. A area central do foliculo e chamada de cen¬ 
tro germinativo, que e o principal ponto de esti- 
mulo antigenico. 1 - 2 Nas areas entre os foliculos, os 
linfocitos estao distribuidos difusamente e, na re- 
giao que separa o cortex da medula (paracortex), 
os linfocitos estao dispostos em agrupamentos. 
Os foliculos sao ocupados por linfocitos B e repre- 
sentam o sitio de resposta humoral (produ^ao de 
anticorpos). Dois tipos de celulas linfoides estao 
presentes no centro germinativo: os centroblastos 
(linfocitos B grandes e ativados) e os centrocitos 


(linfocitos B pequenos derivados dos centroblas¬ 
tos). 1 - 2 O centro germinativo tambem content lin¬ 
focitos T, que sao CD4+, CD 5+ e CD57+ e perten- 
cem ao subtipo TH 2 (celulas T helper ); essas 
celulas sao importantes para o inicio da intera^ao 
entre as celulas T e B e na ativa^ao das celulas B 
(produ^ao de anticorpos). Os centroblastos matu- 
ram a plasmocitos e secretam imunoglobulinas de 
alta afinidade. Alguns centrocitos tambem matu- 
ram a plasmocitos e parte deles torna-se celulas de 
memoria. 1 - 2 A fun^ao dos linfocitos esta baseada 
na sua intera<j:ao com outras celulas, entre elas os 
macrofagos e as celulas dendriticas. Os macrofa¬ 
gos sao encontrados em grande numero nos linfo- 
nodos que, alem de removerem substancias estra- 
nhas (entre elas patogenos), tambem processam 
esses antigenos para apresenta-los aos linfoci¬ 
tos T. 1 - 2 A celula dendritica tambem e uma celula 
apresentadora de antigeno e igualmente os apre- 
senta aos linfocitos T. 1 - 2 Os macrofagos e as celulas 
dendriticas interagem com os linfocitos B com a 
finalidade de manter a produ^ao de anticorpos e a 
gera 9 ao de celulas de memoria. 1 - 2 O Quadro 8.4 
traz os principals marcadores dos linfocitos B e 
suas caracteristicas. 

Para produzir anticorpos, o linfocito B madu- 
ro pass a para a forma de plasmocito. Entre a for¬ 
ma de linfocito B maduro e a de plasmocito, ha 
um estagio intermediario de matura^ao cujas ce¬ 
lulas sao caracterizadas morfologicamente como 
linfocitos atipicos (linfocitos reativos, virocitos ou 
Turk cells). 1 ’ 2 Os linfocitos atipicos podem ser en¬ 
contrados no sangue periferico de pacientes com 
doent^as imunologicas em que haja produ^ao de 
anticorpos, como mononucleose infecciosa e 
outras doen^as virais. Os linfocitos atipicos foram 
descritos por Turk (Turk cell), em 1907, em um pa- 
ciente como mononucleose infecciosa. 1 - 2 Em 1923, 
Downey descreveu tres morfologias para os linfo¬ 
citos atipicos: 1 - 2 linfocito atipico dos tipos I, II e 
III. O linfocito atipico tipo I, morfologicamente, e 
descrito como uma celula grande, nucleo 
convoluto, citoplasma abundante com basofilia va- 
riavel, podendo apresentar vacuolos e granulos; por 
apresentar morfologia semelhante ao monocito, 
recebe a denomina^ao de monocitoide. 1 - 2 O linfoci¬ 
to atipico do tipo II morfologicamente se caracte- 
riza por ter citoplasma escasso com basofilia difu- 
sa e geralmente intensa, e o nucleo pode apresentar 
nucleolos; e uma morfologia do tipo plasmocitoide 
ou linfoblastoide. O linfocito atipico do tipo III 
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QUADRO 8.4 Principais marcadores dos linfocitos B e suas caracteristicas 


, \ l f 1 \ 1 V| J mj. 

Imunoglobulina citoplasmatica 

Os linfocitos B expressam imunoglobulina no citoplasma durante sua maturagao e diferenciagao. No 
linfocito B maduro, estao expressas na membrana citoplasmatica (secregao).Esse marcador, alem de 
caracterizar o linfocito B, pode correlaciona-lo com o estagio de maturagao 

CDS 

Sao encontrados em uma pequena porcentagem de linfocitos B e em linfocitos T. Linfocitos B CD5+ 
sao encontrados na vida fetal e em 90-95% dos casos de leucemia linfocitica cronica de celula B 

CD10 

Glicoproteina. Expressa-se nos estagios iniciais da diferenciagao do linfocito B e regula sua maturagao 

CD19 

Fosfoproteina. Expressa-se durante todo o estagio de diferenciagao do linfocito B, nao esta presente 
no plasmocito. Esta correlacionado com a ativagao celular, porque fosforila residuos de tirosina, por 
meio da ativagao das tirosinoquinases. Induz a liberagao de calcio intracelular, ativando a fosforilase 

C e levando a produgao de DAG e inositol 1,4,5 trifosfato 

CD20 

Expressa-se em 30% dos precursores de celulas Bee detectado em urn tergo das leucemias 
linfociticas agudas de celulas B 

CD11 

Glicoproteina. Regula a ativagao do linfocito B, expressa-se em linfocitos maduros e e urn receptor 
para o complemento (CR2). £, tambem, receptor para o virus Epstein-Barr, unindo-se a proteina 
GP350do virus 

CD22 

Fosfoglicoproteina. Presente nos estagios pro-celula B e pre-celula B, durante a diferenciagao 
normal do linfocito B 

CD23 

Fungao de celula apresentadora de antigeno ao linfocito T quando esta complexado a anticorpos de 
tipo IgE. Quando expresso juntamente com CDS, constitui diagnostico de leucemia linfocitica cronica 
e caracteriza, tambem, linfocitos B de sangue de cordao 

CD24 

Sialoglicoproteina. Presente nos linfocitos B durante todos os estagios de maturagao 

CD40 

Fosfoproteina. Expressa-se durante todo o estagio de maturagao, a excegao dos plasmocitos. 

Presente tanto nas leucemias agudas como nas cronicas de celula B 

CD72 

Presente em todos os estagios de maturagao das celulas B, exceto nos plasmocitos 

CD79 

Compostos de duas proteinas: CD79a e CD79b, Importantes na expressao de IgM de superficie e 
estao relacionadas com o sinal de transdugao 

CD80 e CD824,26 

Alem de expressos em linfocitos B, expressam-se em linfocitos T 


caracteriza-se por ter morfologia ameboide por- 
que emite proje^oes citoplasmaticas irregulares. O 
citoplasma apresenta-se basofilo, principalmente 
junto a membrana citoplasmatica. 1 ^ A Figura 
8.30 mostra fotografias dos linfocitos atipicos. 
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S£RIE BRANCA - LEUCOGRAMA 
PROCESSOS INFECCIOSOS BACTERIANOS, 

INFLAMAT6RIOS E INFECgAO POR protozoArios 


FISIOPATOLOGIA DO PROCESSO INFECCIOSO BACTERIANO AGUDO 


Os sistemas de defesa do organismo humano sao representados pela imunidade 
inata e pela imunidade adaptativa. A imunidade inata e representadapelas barrei- 
ras fisicas, sistema complemento e pelos fagocitos: macrofagos, granulocitos e ce- 
lulas dendriticas. A imunidade adaptativa e representada pelos linfocitos T e B. As 
barreiras fisicas sao representadas pela pele, epitelio (respiratorio, gastrintesti- 
nal) e mucosas (oral, auditiva e ocular), que, alem de atuarem como uma barreira 
fisica, secretam substancias que inibem a coloniza^ao pelo patogeno. A flora 
normal desses tecidos tambem representa uma barreira porque compete com o 
patogeno por nutrientes e pelos pontos de fixa^ao. 

Os patogenos humanos, ou um agente infeccioso, sao definidos como todo o 
organismo capaz de causar infec^ao, como bacterias, virus, riquetsias, fungos, 
helmintos e protozoarios. 1 * 2 Esses patogenos podem ser extracelulares, sao aces- 
siveis as moleculas soluveis do sistema imune, ou intracelulares; para que eles 
sejam eliminados, a celula infectada deve ser destruida. O patogeno deve coloni- 
zar o tecido em numero suficiente para suplantar as celulas e as moleculas da 
imunidade inata. Quando um patogeno transpassa as barreiras fisicas, suplanta 
as celulas e as moleculas soluveis da imunidade inata, ele come$a a colonizar um 
tecido ou orgao; nesse momento, instala-se o processo infeccioso. A infec^ao e 
definida como a penetra^ao, alojamento e multiplica^ao do agente infeccioso no 
hospedeiro, determinando a ocorrencia de rea^ao a si proprio ou a seus produtos 
toxicos, no local onde se encontram ou a distancia. 1 * 2 

Na area correspondente a porta de entrada, onde o agente infeccioso se im- 
planta e prolifera, os mecanismos locais de defesa do hospedeiro podem ser sufi- 
cientes para que nao haja nenhuma evidencia clinica da infec^ao. 1 - 2 Quando esses 
mecanismos nao sao suficientes, ocorre a rea^ao inflamatoria, que condiciona, no 
sitio inflamatorio, o aparecimento de calor, dor, hiperemia e edema. 1 * 2 Nessa si- 
tua^ao, os mecanismos locais de defesa foram insuficientes para bloquear a pro- 
lifera^ao e a penetra^ao do agente infeccioso e dos seus produtos toxicos, confi- 
gurando, entao, a doemfa infecciosa clinicamente reconhecida. 1 * 2 A inflama^ao 
destroi, dilui, causa lesao no agente infeccioso e tambem restaura o tecido lesa- 
do. £ um processo de prote^ao ao organismo; sem ele, as infec^oes nao seriam 
detectadas, os ferimentos cirurgicos nunca se restaurariam e os orgaos lesados 
seriam fontes permanentes de secre^ao leucocitaria e dor. 1 * 2 A inflamaifao e uma 
rea^ao de defesa do organismo humano a uma agressao celular. 1 * 2 Os medica- 
mentos anti-inflamatorios tern como objetivo controlar as sequelas indesejaveis 
do processo inflamatorio. 1 * 2 

Quando se instala um processo infeccioso, o primeiro componente da imu¬ 
nidade inata a ser ativado e o sistema complemento, cujas proteinas circulam no 
sangue e na linfa e sao ativadas, no inicio do processo infeccioso, pelo proprio 
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patogeno. Essa e a ativa^ao do sistema comple- 
mento pela via alternativa; avia classica so e ativa- 
da na presen^a de anticorpos. A via alternativa e 
ativada a partir da hidrolise espontanea da fra^ao 
C 3 ; essa hidrolise aumenta muito na presen^a do 
agente infeccioso e gera as frames C 3a e C 3b . C 3b 
ativa convertases de C 3 , amplificando a forma^ao 
de C 3b , que e uma opsonina que vai recobrir o pa¬ 
togeno permitindo que neutrofilos e macrofagos 
fa^am a fagocitose. Os macrofagos teciduais tor- 
nam-se ativados e secretam citocinas, como inter- 
leucinas 1,6, 8 e 12, e o fator de necrose tumoral a 
(TNF-a). Nesse momenta, inicia a resposta infla- 
matoria celular com aitera^oes no hemograma 
que devem ser interpretadas a luz da cinetica dos 
neutrofilos e monocitos. A fra^ao C 3b tambem 
forma as convertases de C 5a , que fazem a ativa^ao 
e das frames de C 6 a C 9 , que fazem a lise do 
patogeno e recrutam fagocitos ao sitio inflamato- 
rio. Durante um processo infeccioso, a forma^ao 
de anticorpos faz-se necessaria porque alguns pa- 
togenos (S. pyogenes e S. aureus ) nao sofrem a a^ao 
do complemento devido a grande quantidade de 
acido sialico na membrana citoplasmatica dessas 
bacterias. 

O processo inflamatorio passa por varias fa- 
ses: fase irritativa, vascular, exsudativa, degenera- 
<;ao e necrose e uma fase reparativa. 1 - 2 

A fase irritativa do processo inflamatorio e 
caracterizada pela vasodilata^o e pela hiperemia 
causadas por mediadores quimicos, como os fato- 
res da fase contato da cascata da coagula^ao san- 
guinea (cininogenio de alto peso molecular, pre- 
-calicreina, fator XII e fator XI), o sistema 
fibrinolftico, o sistema complemento, os mediado¬ 
res liber ados pelas celulas teciduais apos a^ao do 
patogeno e os mediadores de natureza lipidica ge- 
rados a partir de componentes de membrana. 1 ’ 2 
Os cininogenios de baixo peso molecular apresen- 
tam uma aqao vasodilatadora, sao quimiotaticos 
fracos para macrofagos e induzem a dor. 1 ’ 2 Os fi- 
brinopeptideos gerados pelo sistema fibrinolftico 
e pela cascata da coagula^ao sanguinea tern a^ao 
quimiotatica para os neutrofilos. 1 - 2 

Os mediadores liberados pelas celulas apos a 
a^ao do agente inflamatorio sao a histamina, libe- 
rada pelos mastocitos e basofilos, que faz vasodi- 
lata 9 ao, aumenta a pemeabilidade vascular e au¬ 
menta a resposta migratoria dos neutrofilos e dos 
eosinofilos ao sitio inflamatorio, ! - 2 ea serotonina, 
que, liberada dos granules plaquetarios, tern um 


efeito vasodilatador, aumentando a permeabilida- 
de vascular e favorecendo a exsuda^ao plasmati- 
ca. 1 - 2 As celulas lesadas liberam catabolitos com 
efeito sobre a circula^ao; celulas em hipoxia au- 
mentam a libera^o de nucleotideos (adenosina 
difosfato [ADP]), que promovem a vasodilata^ao e 
aumentam o fluxo sanguine o para a regiao atingi- 
da. 1 - 2 Apos a morte celular, ocorre a libera^ao de 
peptideos, que tern a^ao quimiotatica para leuco- 
citos. 1 - 2 As prostaglandinas produzem vasodilata- 
9 ao e aumentam a permeabilidade vascular. 1 - 2 As 
citocinas, substancias de natureza proteica com 
amplo espectro de a^ao e liberadas por varias ce¬ 
lulas, estao envolvidas na proliferation endotelial e 
fibroblastica por meio do fator de crescimento de- 
rivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento 
epidermico (EGF) e fator de crescimento para fi- 
broblastos (FGF). 1 ’ 2 O PDGF e produzido por pla¬ 
quetas, macrofagos e celulas endoteliais, o EGF 
tern efeito mitogenico sobre celulas endoteliais, e o 
FGF tern grande atividade mitogenica sobre celulas 
endoteliais (sao fatores angiogenicos) e sao sinteti- 
zados por macrofagos ativados e linfocitos T. 1 - 2 A 
interleucina-1 (IL-1) tern sua produ^ao estimulada 
por produtos bacterianos, celulas mortas, virus e 
interferon e e produzida por macrofagos, celulas 
dendriticas e fibroblastos. A IL-1 tern como efeito 
local a ativatao do endotelio vascular e dos linfo¬ 
citos NK e faz destrui^ao tecidual. Como efeito 
sistemico, causa febre e aumenta a produtao de 
IL-6. 1 ’ 2 O TNF-a tern como efeito local ativatao do 
endotelio vascular e aumento da permeabilidade 
vascular e promove a passagem de imunoglobuli- 
nas e frames do complemento para os tecidos. 
Como efeito sistemico, causa febre, migra^ao de 
leucocitos ao sitio inflamatorio e choque septico. 1 - 2 
A IL-2 e um fator de crescimento para a celula T, e 
produzida por linfocitos T helper apos sua uniao 
ao MHCII, induz a secretao de interferon-y, IL-4, 
IL-5, IL-6, ativa macrofagos e aumenta a atividade 
de linfocitos NK. 1 - 2 A interleucina-4, produzida 
pelo linfocito T, ativa o linfocito B, atua na prolife- 
ra^ao de celulas-tronco e na diferencia^o de mas¬ 
tocitos e eosinofilos. 1 - 2 A interleucina-5, produzi¬ 
da pelo linfocito T, age com a IL-4 na ativa^ao da 
celula B, favorece a expressao de IgA e IgE e atua 
na diferencia^ao de eosinofilos. 1 ’ 2 A interleuci- 
na-6, produzida pelo linfocito T, B, macrofagos, 
celulas endoteliais e fibroblastos, tern como efeito 
local ativa^ao de linfocitos e aumento da produ- 
9 ao de anticorpos. Como efeito sistemico, causa 
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febre e induz a produ^ao de protelnas de fase agu- 
da (PCR e fibrinogenio). 1 - 2 Celulas endoteliais, fi- 
broblastos, monocitos circulantes, hepatocitos e 
plaquetas produzem IL-8, fator quimiotatico para 
neutrofilos, peptldeos ativadores de neutrofilos, 
proteina inflamatoria de macrofago e proteina 
quimiotatica para monocitos. 1 ’ 2 O interferon 
(IFN) pode ser do tipo I e II. O do tipo I e produzi- 
do por qualquer celula infectada por virus e pode 
ser o IFN-a ou IFN-fl. 1 - 2 O IFN do tipo II e o 
interferon-y, produzido por linfocitos T e linfoci- 
tos T NK. 1 ’ 2 O interferon apresenta um efeito anti¬ 
viral e antineoplasico, e o IFN-y e um modulador 
da resposta imunologica, interfere na slntese de 
anticorpos, aumenta a expressao do MHCII, ativa 
macrofagos e aumenta a atividade microbicida e 
tumoricida dos macrofagos. 1 - 2 

Os mediadores originados a partir de lipldeos 
de membrana sao produzidos por neutrofilos, ma¬ 
crofagos, eosinofilos, plaquetas, mastocitos, baso- 
fllos e celulas endoteliais e sao as prostaglandinas 
(PG), os leucotrienos (LT) e o fator ativador de pla¬ 
quetas (PAF, do ingles platelet activating factor). 1 ’ 2 
As PG I 2 sao produzidas pelo endotelio e tern a<0o 
antiagregante e vasodilatadora. 1 - 2 A PG E 2 , produ- 
zida em varios tecidos, tem a0o vasodilatadora e 
controla a atividade de macrofagos e linfocitos, e a 
PG F 2 tem a0o vasodilatadora e aumenta a perme- 
abilidade vascular. 1 - 2 Os leucotrienos sao quimiota- 
ticos poderosos, aumentam a permeabilidade vas¬ 
cular e fazem a vasodilata^ao e a contra<~ao da 
musculatura lisa do intestino e dos bronquios. 1 - 2 O 
PAF produzido por plaquetas, neutrofilos, macro¬ 
fagos, mastocitos e celulas endoteliais. Alem de ati- 
var as plaquetas, faz vasodilata^ao e tambem au¬ 
menta a permeabilidade vascular. 1 - 2 

A fase vascular e exsudativa do processo in¬ 
flam atorio inicia logo apos a lesao tissular. E ca- 
racterizada pela vasodilata^ao (aumento do fluxo 
sangulneo no sltio inflamatorio) e responsavel 
pelo calor e rubor. 1 - 2 A Figura 9.1 mostra uma 
compara^ao entre capilares normais e inflamados. 

O aumento do fluxo sangulneo no sltio infla¬ 
matorio causa estase sangulnea com consequente 
aumento da permeabilidade vascular, da concen- 
tra$ao eritrocitaria e da viscosidade sangulnea. O 
aumento da permeabilidade vascular e caracteriza- 
do por uma separa^ao maior entre a jun^ao das ce¬ 
lulas endoteliais, permitindo que o plasma, os anti¬ 
corpos, as frames do complemento e as celulas 
(fagocitos) migrem ao sltio inflamatorio formando 



FIGURA 9.1 Compan a$ao entre capilares normais 
e inflamados. 


o exsudato, que e o fluido extravascular inflamato¬ 
rio. 12 O exsudato e a causa do edema, e o pus carac- 
teriza-se por ser um exsudato purulento, rico em 
leucocitos, principalmente neutrofilos. 1 - 2 Para que 
a celula possa migrar para o sltio inflamatorio, 
deve fazer a diapedese. Inicialmente, a celula faz 
um movimento de rolamento sobre as celulas en¬ 
doteliais, e essa liga^ao e mediada pelas selectinas. 
Posteriormente, a celula para o movimento e ade- 
re-se firmemente a celula endotelial, liga^ao essa 
feita pelas integrinas e, apos essa liga^ao firme, 
efetua o movimento de diapedese. A Figura 9.2 
mostra o rolamento e a adesao dos neutrofilos a 
celula endotelial. 


Rolamento -► Adesao-► Diapedese 



Ativagao leucocitaria 


FIGURA 9.2 Rolamento e adesao dos neutrofilos 
a celula endotelial. 


As celulas endoteliais, quando ativadas, tam¬ 
bem expressam receptores para as integrinas, 
como ICAM-1 (CD54), CDllb/CD18 e CD11 cl 
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CD18. As integrinas expressas pelo neutrofilo 
tornam-se ativadas e unem-se a seus receptores na 
celula endotelial. A Figura 9.3 mostra a represen- 
ta^ao das selectinas e de um receptor de integri¬ 
nas na celula endotelial e a expressao de integrinas 
no neutrofilo. 



FIGURA 9.3 Representa^ao das selectinas e de 
um receptor de integrina na celula endotelial e a 
expressao de integrinas no neutrofilo. 


Apos estar firmemente aderido, o neutrofilo 
emite pseudopodos para iniciar o movimento 
ameboide, o qual se da a custa da polimeriza^ao 
da actina e e regulado por varias proteinas e de- 
pendente de ATP. 1 - 2 Miosina, gelsolina, profilina, 
tubolina, timosinas e tropomiosinas tambem de- 
sempenham papel importante na contra^ao do 
citoesqueleto. 1 ’ 2 Os neutrofilos, para migrarem ao 
sitio inflamatorio, devem degradar a membrana 
basal; nesse momenta, tornam-se ativadosA 2 O 
controle de qual celula deve passar ao tecido esta 
na dependencia dos receptores de integrina ex¬ 
presses pela celula endotelial; isso explica a pre¬ 
sent^ de diferentes celulas conforme o tipo de 
processo inflamatorio. A diapedese ocorre princi- 
palmente em venulas, exceto nos pulmoes, onde 
tambem ocorre em capilares. Na maioria das for¬ 
mas das inflama^oes agudas, os neutrofilos predo- 
minam no infiltrado inflamatorio durante as pri- 
meiras 6 a 24 horas; apos 24 a 48 horas, ocorre um 
predominio de monocitos. Nas infec 9 oes virais. 


ocorre predominio de linfocitos e, nas rea^oes de 
hipersensibilidade, de eosinofilos. 

O processo de rompimento da membrana ba¬ 
sal e migra^ao ao tecido e chamado de quimiota- 
xia, que e uma locomo^ao originada por um gra- 
diente qulmico. 1 ’ 2 A quimiotaxia e originada por 
substancias endogenas ou exogenas. As endogenas 
sao representadas pelos componentes do sistema 
complemento, produtos da via da lipo-oxigenase, 
e pelas citocinas. As exogenas sao os produtos 
bacterianos, peptldeos que possuem a N-formil- 
-metionina como aminoacido terminador. 

Quando o fagocito chega ao sitio inflamatorio, 
ele deve fazer a fagocitose da bacteria, processo que 
ocorre por opsoniza^ao (as opsoninas sao as fra- 
^oes do complemento e os anticorpos) ou por re¬ 
ceptores de manose ou galactose. Os neutrofilos 
expressam receptores para imunoglobulinas 
(FcyR) e para o complemento (CR); os receptores 
para manose e galactose sao expressos em macro- 
fagos e celulas dendrlticas. 12 Sao descritos tres 
receptores para os anticorpos: FcyR I (CD 64), 
FcyR II (CD32) e FcyR III (CD16). 1 - 2 O CD64 e 
membro da superfamllia das imunoglobulinas, 
faz a mediaqao da NADPH oxidase e se expressa 
em monocitos e macrofagos. O CD32, tambem 
membro da superfamllia das imunoglobulinas, 
alem do papel na fagocitose, tern fun^ao no meta- 
bolismo oxidativo e esta presente em monocitos, 
macrofagos e linfocitos B. O CD16, tambem pre¬ 
sente em monocitos e macrofagos, diminui a afi- 
nidade do neutrofilo pelos anticorpos. O gene res- 
ponsavel pela slntese desses receptores esta 
localizado no bra^o longo do cromossomo 1. 

Os receptores para complemento sao o CR1 
(receptor para C3b), CR2 (receptor para C3d) e o 
receptor para Clq. A interioriza^ao do patogeno 
ocorre pela liga^ao dos receptores de opsoninas 
(presentes na membrana dos neutrofilos) as opso¬ 
ninas que recobrem o patogeno. A membrana ci- 
toplasmatica dos neutrofilos emite pseudopodos 
para que haja a liga^ao de toda a membrana cito- 
plasmatica as opsoninas; com isso, a celula conse- 
gue englobar o patogeno. Essa liga^ao contlnua da 
membrana as opsoninas lembra a a^ao de um zl- 
per. A Figura 9.4 traz a representa<;ao do processo 
de fagocitose. 

Quando o patogeno e interiorizado, esta forma- 
do o fagossomo, que se transforma em fagolisossomo 
quando os granulos dos neutrofilos se fundem ao 
fagossomo. A morte e a digestao bacteriana podem 
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FIGURA 9.4 Representagao do processo de 
fagocitose. 


se dar pelo metabolismo oxidativo ou nao oxidativo. 
A diferen^a entre eles e que o primeiro e dependente 
de oxigenio e o segundo nao. 1 - 2 

O metabolismo oxidativo ocorre apos a ativa- 
<~ao dos neutrofilos, quando e gerada uma grande 
quantidade de oxigenio proveniente de substan- 
cias liberadas das bacterias, como oligopeptide os, 
fra^oes do complemento e IL-8, resultando na 
produ^ao de superoxido (Oy) e peroxido de hi- 
drogenio (H 2 0 2 ). 1>2 A gera^ao de oxigenio leva a 
produ^ao de um complexo enzimatico chamado 
de RBO (respiratory burst oxidase ), que necessita 
de dois cofatores: FAD (dinucleotide o adenina fla- 
vina) e o heme (hemeproteinas e citocromos pre- 
sentes em grande quantidade nos neutrofilos). O 
RBO ativa a NADPH oxidase com forma^ao de 
NADP+ e H+; a NADPH oxidase e tanto encon- 
trada na membrana citoplasmatica quanto estoca- 
da dentro dos neutrofilos. A Figura 9.5 mostra a 
ativa^ao da NADPH oxidase. 

NADPH oxidase 2 0 2 0 2 ‘ + NADP + + H+ 


FIGURA 9.5 Ativa^ao da NADPM oxidase. 


O aumento de produ^ao da NADP+ leva a ati- 
va^ao do shunt das pentoses (via de Embden 
Meyerhof), aumentando a produ^ao de NADP+. O 
0 2 e convertido a H 2 0 2 pela liga^ao ao H+. Tanto 
o 0 2 “ como o H 2 0 2 levam a morte bacteriana por 
gerarem radicals oxidantes bastante potentes. 1 - 2 


A mieloperoxidase (MPO), presente em grande 
concentra^ao nos granulos primarios, e liberada 
no fagossomo durante a fusao do granulo prima- 
rio ao fagossomo e, junto com o H 2 0 2 , forma um 
halogeno oxidativo (CLO-), que e um bactericida 
eficaz e potente. A combinat^ao da MPO, do H 2 0 2 
e do CLO - e extremamente eficiente em promover 
a morte bacteriana. 1 - 2 A morte bacteriana pelo me¬ 
tabolismo oxidativo inclui a halogena^ao da parede 
celular bacteriana, a oxida^ao de componentes 
bacterianos, a descarboxila^ao dos aminoacidos 
da parede bacteriana e a gera^ao de cloraminas 
com atividade bactericida. 1 - 2 Aproximadamente 
20% dos pacientes com deficiencia da MPO apre- 
sentam um aumento na susceptibilidade a infec^oes 
bacterianas. Essa porcentagem reduzida e explicada 
pela menor concentra^ao de H 2 0 2 e o 0 2 -. 

A morte e a digestao bacteriana pelo metabo¬ 
lismo nao oxidativo estao baseadas nas substan- 
cias presentes nos granulos dos neutrofilos. O 
Quadro 9.1 traz as principals substancias presen¬ 
tes nos granulos dos neutrofilos que participam 
do metabolismo nao oxidativo. 


QUADRO 9.1 Principals substancias do sistema 
bactericida independente do metabolismo oxidativo 
e suas caracteristicas 

■.rihuww 


Lisozima 

Presentes em granulos primarios e 
secundarios. Hidrolisa a parede celular de 
certas bacterias. A maioria das bacterias 
e resistente a agao direta da lisozima, 
torna-se mais sensivel apos a exposigao 
a complemento, anticorpos e H 2 0 2 

Lactoferrina 

Inibe o crescimento bacteriano ao se 
ligar a um nutriente essencial, o ferro. 

Essa propriedade e mantida mesmo em 
pH acido. 0 pH no interior do fagossomo 
varia de 3,5-6,5 

BPI {do ingles 
bactericidal 
permeability- 
increasing protein } 

Sao proteinas que aumentam a 
permeabilidade da membrana bacteriana. 
Apresentam propriedade bactericida 
contra bacterias gram-negativas 

Defensinas 

Pequenos peptideos que destroem uma 
variedade de bacterias, fungos e virus 


Apos a morte da bacteria, ela e digerida, e o 
resultado da degrada^ao bacteriana e liberado ao 
meio externo pelo processo da exocitose. A Figu¬ 
ra 9.6 faz uma representaifao do processo da fago- 
citose e exocitose. 
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A resolu^ao do processo inflamatorio inicia-se 
quando ha um predominio dos mediadores anti- 
-inflamatorios, porque na vigencia do processo 
infeccioso ha predominio de mediadores pro-in- 
flamatorios; muitos mediadores apresentam as 
duas a^oes: a escolha de uma ou outra depende do 
receptor em que atuam. 



A inflama^ao cronica pode ser definida como um 
processo inflamatorio de dura^ao longa e, ao con- 
trario da inflama^ao aguda, inicia de modo insi- 
dioso e assintomatico. 12 Ocorre em infec^oes cro- 
nicas e em inflama^oes cronicas nao infecciosas. 3 
O primeiro grupo e representado por infec 9 oes 
pulmonares (abcessos, enfisema, tuberculose e 
pneumonia), endocardite bacteriana subaguda, 
doen^a inflamatoria da pelve, osteomielite, infec- 
9 ao urinaria cronica, infec^ao cronica por fungo, 
infec^oes persistentes pelo treponema, meningite 
e sindrome da imunodeficiencia. No segundo 
grupo estao incluidas doen^as como artrite reu- 
matoide, febre reumatica, lupus eritematoso siste- 
mico, aterosclerose e vasculite. 

Ao contrario da inflamat^ao aguda, que se ca- 
racteriza por edema, rubor, calor e infiltra^ao por 
neutrofilos, a inflamat^ao cronica caracteriza-se 
por um infiltrado de celulas mononucleares (ma¬ 
crofagos, linfocitos e celulas plasmaticas), por des- 
tru^ao celular induzida pelas celulas inflamato¬ 
ria s e por angiogenese e fibrose, na tentativa de 
reparar o tecido lesado. 4 No processo infeccioso 
agudo, a ativa 9 ao do macrofago termina quando o 
agente infeccioso e eliminado. No processo infla¬ 
matorio cronico, como o agente que esta causando 
a lesao tecidual e persistente, o macrofago esta 
permanentemente ativado e prolifera no sitio 


inflamatorio. O macrofago ativado seer eta citoci- 
nas e fatores de crescimento que sao quimiotaticos 
para os monocitos, os quais sao recrutados em 
maior numero e constantemente a partir do san- 
gue periferico. 4 O macrofago e a celula central do 
processo inflamatorio cronico devido as substan- 
cias que ele secreta, as quais sao toxicas para o te¬ 
cido, como os metabolitos provenientes do meta- 
bolismo oxidativo, proteases que degradam a 
matriz extracelular, citocinas que atraem outras 
celulas ao sitio inflamatorio e fatores de cresci¬ 
mento que aumentam a prolifera 9 ao de fibroblas- 
tos (fibrose) e a depos^ao de colageno 4 Os linfo¬ 
citos se fazem presentes no sitio inflamatorio 
mesmo que a lesao nao seja de causa imune, por¬ 
que o macrofago secreta citocinas quimiotaticas 
aos linfocitos, que, uma vez no sitio inflamatorio, 
produzem citocinas, como IFN-y, que estimulam 
os macrofagos. 4 Nesse ponto, fecha-se um circulo 
vicioso de ativa 9 ao de macrofagos e linfocitos. Os 
eosinofilos fazem-se presentes em grande numero 
no sitio inflamatorio quando o agente e um para- 
sita ou nas rea 9 oes imunes. 4 Os neutrofilos podem 
estar presentes em grande numero nas infec 9 oes 
bacterianas cronicas, como na osteomielite e tam- 
bem na doen 9 a pulmonar cronica. 4 

O hemograma na inflama 9 ao cronica apre- 
senta leucocitose discreta e persistente, a analise 
morfologica diferencial pode apresentar neutrofi- 
lia sem ou com discreto desvio nuclear a esquer- 
da. 1 - 2 O quadro leucocitario pode manifestar lin- 
focitose com discreta leucocitose ou monocitose 
isolada, ou em associa 9 ao com linfocitose e/ou 
linfopenia, ou ainda associada com neutrofiliaA 2 
O quadro eritrocitario pode mostrar anemia dis¬ 
creta normocitica e normocromica nao hemoliti- 
ca, caracterizando o quadro eritrocitario de ane¬ 
mias de doen 9 as cronicas. 12 



As causas de neutrofilia podem ser fisiologicas e 
representadas pelo estresse biologico ou emocio- 
nal que ocorrem por desmargina 9 ao do subcom- 
partimento marginal. Sao caracterizadas por leu¬ 
cocitose a custa de neutrofilia e sem desvio 
nuclear a esquerda, podendo ser por represamen- 
to, como o que ocorre na presen 9 a de glicocorti- 
coides. 12 

As neutrofilias nao fisiologicas ocorrem nas 
infec 9 oes agudas localizadas ou sistemicas e sao 
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causadas por cocos, bacilos, fungos, parasitas e 
algumas viroses e, em algumas inflama^oes, 
como lesao tissular, por procedimento cirurgico, 
queimaduras, infarto do miocardio, crise de gota 
e rea9oes de hipersensibilidade. Nessas situates, 
a resposta leucocitaria e de leucocitose a custa de 
neutrofilia com desvio nuclear a esquerda variavel 
e com a presen9a ou nao de precursores mieloides. 
Podem, ainda, apresentar granula9oes toxicas, 
corspusculos de Dohle e vacuolos . 1 ’ 2 Nessas situa- 
9oes, alem da desmargina9ao, ocorre libera9ao do 
compartimento de reserva da medula os sea (com- 
partimento pos-mitotico) e aumento da produ9ao 
dos neutrofilos . 1 ’ 2 O quadro hematologico descri- 
to e de uma produ9ao medular maior que o consu- 
mo tecidual. O Quadro 9.2 descreve as altera9oes 
hematologic as quando a produ9ao e maior que o 
consumo. 


QUADRO 9.2 Altera^oes hematologicas quando 
a produgao e maior que o consumo 

■ Leucocitose 

■ Monocitose 

■ Neutrofilia 

■ Granulagoes toxicas* 

■ Desvio nuclear a esquerda 

■ Corpusculos de Dohle* 

■ Precursores mieloides* 

■ Vacuolos citoplasmaticos* 

■ Linfopenia 

■ Rea^ao leucemoide** 


*Podem nao ser visualizados. **Pode ocorrer. 


Nas inflama9oes cronicas, podem ocorrer leu¬ 
cocitose e neutrofilia discretas com ou sem DNE. 
Isso ocorre porque as inflama9oes cronicas sao 
insidiosas, o que per mite que haja um equilibrio 
entre a produ9ao medular e o consumo tecidual . 1 ’ 2 
Nas altera9oes metabolicas, nos envenenamentos 
por substancias como chumbo, mercurio, benzeno, 
medicamentos, veneno de insetos e rea9oes de hi¬ 
persensibilidade, pode ocorrer leucocitose a custa 
de neutrofilia com ou sem DNE, dependendo da 
necrose tecidual . 1 ’ 2 Esse quadro hematologico 
ocorre pela desmargina9ao, pela libera9ao do com¬ 
partimento de reserva da medula ossea e por au¬ 
mento de produ9ao . 1 - 2 Nos quadros de hemorragia 
aguda, a leucocitose a custa de neutrofilia pode 
ocorrer entre 1 a 2 horas apos o inicio da hemorragia 
devido a desmargina9ao dos neutrofilos. Apos 3 a 6 
horas do inicio da hemorragia (caso essapersista por 
esse tempo), ocorre a libera9ao do compartimento 
de reserva da medula ossea com o aparecimento do 
DNE . 1 - 2 Nas crises hemoliticas, pode ocorrer leuco¬ 
citose a custa de neutrofilia devido a desmargi- 
na9ao e, dependendo da intensidade da crise 


hemolitica, pode haver libera9ao do compartimento 
de reserva da medula ossea com DNE e pelo au¬ 
mento da produ9ao de neutrofilos . 1 ’ 2 

Embora as causas de neutropenia sejam deta- 
Ihadas adiante, neste momento, e importante res- 
saltar que, durante o curso de um processo infec- 
cioso bacteriano, pode ocorrer um quadro 
hematologico em que o consumo tecidual suplan- 
te a capacidade de produ9ao da medula ossea, o 
que caracteriza um quadro de leucopenia com 
neutropenia e com manuten9ao do DNE e de pre¬ 
cursores mieloides . 1 ’ 2 O Quadro 9.3 descreve as 
altera9oes hematologicas quando a produ9ao e 
menor que o consumo. 

Nao obstante sejam tra9adas linhas de racio- 
cinio que utilizem o desvio nuclear a esquerda 
como um dos criterios para o estabelecimento de 
um processo infeccioso bacteriano agudo, alguns 
trabalhos publicados recomendam o abandono da 
contagem de bastoes com esse fim. Em 2006 , o 
grupo de trabalho em hematologia da Associa9ao 
Canadense de Qualidade em Medicina Laborato- 
rial (CCQLM) publicou uma recomenda9ao prati- 
ca com o titulo “Toward Abandoning The Band - 
A pratice recomendation of the CCQLM ”. 5 Nesse 
trabalho, foi descrita a grande varia9ao estatistica 
que ocorre nas contagens de bastoes em protoco¬ 
ls intralaboratoriais. Essa varia9ao se deve ao 
fato da grande variabilidade de defin^oes que 
existem para caracterizar morfologicamente essa 
celula. Sendo assim, o trabalho conclui que a con¬ 
tagem de bastonetes deve ser abandonada devido 
as contagens nao serem robustas analiticamente, 
bem como clinicamente relevantes na discrimina- 
9ao entre um processo infeccioso e um processo 
nao infeccioso. Alem disso, conclui o trabalho que 
a contagem de neutrofilos e a presen9a de precur¬ 
sores mieloides (ou granulocitos imaturos) sao os 
parametros mais indicados para caracterizar o 
processo infeccioso bacteriano agudo . 5 6 


QUADRO 9.3 Altera^oes hematologicas quando 

a produgao e menor que o consumo 

■ Leucopenia 

■ Linfopenia 

■ Neutropenia 

■ Granulagoes toxicas* 

■ DNE 

■ Corpusculos de Dohle* 

■ Precursores mieloides 

■ Vacuolos citoplasmaticos* 


* Podem nao ser visualizados 


Para que o paciente seja considerado como 
neutropenico, ele deve ter uma contagem de 
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neutrofilos abaixo de 1.500 neutrofilos/pL. A in- 
tensidade da neutropenia pode ser correlacionada 
com a propensao de o paciente desenvolver um 
processo infeccioso. Entre 1.000 a 1.500 neutrofi¬ 
los (neutropenia discreta ), 3 nao ha uma probabili- 
dade significativa de o paciente desenvolver um 
quadro infeccioso; entre 500 e 1.000 (neutropenia 
moderada ) 3 a probabilidade aumenta bastante e, 
abaixo de 500 neutrofilos (neutropenia intensa ), 3 
a probabilidade de desenvolver um quadro infec¬ 
cioso e bastante significativa . 7 O risco de desen¬ 
volver um processo infeccioso esta correlacionado 
com a intensidade e com o periodo de dura^ao da 
neutropenia . 3 As neutropenias podem ser classifi- 
cadas como de causa primaria ou adquirida . 7 O 
Quadro 9.4 relaciona as neutropenias de causa 
primaria e de causa adquirida. 


QUADRO 9.4 Relagao das neutropenias de causa 
primaria e de causa adquirida 



■ Infecgoes 

■ Induzida pordrogas 

■ Neutropenia cronica 
benigna 

■ Neutropenia cronica 
benigna da infancia e 
adolescencia 

■ Neutropenia autoimune 

■ Neutropenia neonatal 

■ Sindromede Felty 

■ Neutropenia nas doengas 
metabolicas 

■ Devido ao aumento de 
marginagao 

■ Hiperesplenismo 

■ Deficiencia nutricional 

■ Neutropenia familiar benigna 

■ Neutropenia cronica 
idiopatica e nao imunologica 

■ Neutropenia congenita grave 

■ Neutropenia cidica 

■ Neutropenia na sindrome 
deChediak-Higashi 


Nas infec<; 6 es virais, e comum a ocorrencia 
de neutropenia, que se instala por deficiencia na 
produ^ao medular, por redistribui^ao dos neu¬ 
trofilos nos varios compartimentos e mesmo pela 
destrui^ao dos neutrofilos , 7 a qual decorre de 
uma a^ao direta do virus sobre os neutrofilos. A 
neutropenia tambem pode ser induzida por anti- 
corpos antineutrofilos , 7 que sao produzidos por 
indu 9 ao viral. As doen^as virais que estao rela- 
cionadas com neutropenia sao varicela, sarampo, 
rubeola, hepatites A e B, mononucleose infeccio- 
sa, virus da influenza , parvovirus B 19 e o citome- 
galovirus . 7 Na Aids, aproximadamente 70% dos 
pacientes apresentam leucopenia cujas causas sao 


o hiper esplenismo e a produ^ao de anticorpos an¬ 
tineutrofilos . 7 Apesar de ser comum a ocorrencia 
de neutropenia nos processos infecciosos virais, 
raramente tern significado clinico . 3 A neutrope¬ 
nia nos processos infecciosos bacterianos pode 
ser causada por deple^ao do compartimento pos- 
-mitotico e do subcompartimento marginal por 
uma demanda tecidual muito grande, levando a 
um quadro hematologico em que a produ^ao e 
menor que o consumo. Nas septicemias causadas 
por bacterias gram-negativas, a neutropenia pode 
ser causada pela supressao da produ^ao de neu¬ 
trofilos pela medula ossea, destrui^ao dos neu¬ 
trofilos e diminuii^ao na produfpao dos fatores de 
crescimento para a linhagem neutrofilica, que 
ocorre pela at^ao das toxinas bacterianas . 3 Pacien¬ 
tes que tern dificuldade de fazer a produ^ao (me¬ 
dula ossea) de neutrofilos, como recem-nascidos, 
alcoolistas e em quimioterapia ou radia^ao, fa- 
zem neutropenias intensas frente a infec^oes bac¬ 
terianas graves . 3 

Os medicamentos podem causar neutropenia 
por varios mecanismos. Pode haver uma supres¬ 
sao da medula ossea por a^ao direta da droga des- 
truindo precursores celulares ou lesando o micro- 
ambiente medular ; 3 o neutrofilo pode ser 
destruido via indu^ao de anticorpos ou por ativa- 
9&0 do sistema complemento 7 e inibi^ao dos fato¬ 
res de crescimento, como CFU-GM . 3 

A neutropenia cronica benigna ocorre em 
adolescentes e adultos. Caracteriza-se por ter um 
numero de neutrofilos entre 200 a 500/pL e apre- 
senta uma evolu^ao benigna. A medula ossea des¬ 
ses pacientes revela uma quantidade normal ou ate 
aumentada de precursores neutrofilicos, e o que se 
observa e uma parada de matura^ao no estagio de 
metamielocito ou bastonete. Com frequencia, esses 
pacientes apresentam monocitose . 7 

A neutropenia cronica benigna da infancia e 
adolescencia e caracterizada por aumento de precur¬ 
sores dos neutrofilos e deple^ao da forma madura. 
Esses pacientes podem apresentar neutropenia in¬ 
tensa com valores abaixo de 200 neutrofilos/pL . 7 
Nao apresentam predisposi^ao para processos in¬ 
fecciosos, mesmo quando a neutropenia persiste 
por varios meses . 7 

A neutropenia autoimune pode ser idiopatica 
(causa primaria ), 3 estar relacionada ou ser secun¬ 
daria 3 a doen^as autoimunes, estar associada com 
infec^oes ou com medicamentos . 7 A medula ossea 
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apresenta aumento dos precursores dos neutrofi- 
los mas com per da de matura^ao a neutrofilo. 7 

A neutropenia neonatal ocorre em dois a 
cada 1.000 nascimentos, 7 e o mecanismo e o 
mesmo da doen^a hemolitica do recem-nascido 
por incompatibilidade pelo sistema sanguineo 
Rh. A mae forma anticorpos do tipo IgG contra 
os neutrofilos, que atravessam a placenta e levam 
a destrui^ao imunologica, 7 

A sindrome de Felty e uma artrite reumatoide 
cronica associada com esplenomegalia, neutrope¬ 
nia e, ocasionalmente, anemia e trombocitopenia 
e e mais comum em pacientes com doern^a cronica 
de longo tempo. 8 Complexos imunes sao vistos 
com frequencia e ha evidencias de consumo de 
complemento; 8 a neutropenia pode ser moderada. 
A medula ossea mostra-se hipercelular com dimi- 
nui^ao na quantidade de neutrofilos. Alem da 
causa imunologica, a neutropenia tambem pode 
ser devida ao hiperesplenismo. 8 Os pacientes com 
sindrome de Felty tern uma frequencia alta de 
processos infecciosos que estao associados a in- 
tensidade da neutropenia. 8 

A neutropenia pode estar associada com cetoa- 
cidose em pacientes com hiperglicemia, hiperglici- 
nuria, aciduria orotica e aciduria metilmalonica. 7 

Neutropenias aguda e cronica podem ocorrer 
em pacientes com disfun^ao pulmonar e pacientes 
submetidos a hemodialise. Nas duas situates, a 
neutropenia e consequencia da ativa^ao do com¬ 
plemento. A fra^ao C 5a gerada durante a ativai^ao 
da cascata do complemento promove aumento da 
aderencia e agrega^ao dos neutrofilos e tambem 
uma passagem maior para o tecido pulmonar. 7 

A neutropenia devido ao hiperesplenismo ca- 
racteriza-se por ser discreta, nao causa sintomas 
clinicos e geralmente esta associada com anemia e 
trombocitopenia. 7 

As deficiencias de vitamina B 12 e folato sao 
causas de neutropenia porque comprometem a di- 
visao celular pela falta da timina. Deve ser ressal- 
tado que, nessa deficiencia nutricional, outras ci- 
topenias (bicitopenias: neutropenia e anemia; 
neutropenia e trombocitopenia) ou um quadro de 
pancitopenia (neutropenia, anemia e trombocito¬ 
penia) podem ocorrer. 

A neutropenia familiar benigna esta associada a 
determinados grupos etnicos, e de evolu^ao benig¬ 
na e nao esta relacionada com infec^oes recorrentes. 
A neutropenia e discreta, com valores de neutrofi¬ 
los variando entre 800 a 1.400 neutrofilos/pL. 7 


A neutropenia cronica idiopatica e nao imu¬ 
nologica e caracteristica de adultos, benigna e 
com neutropenia discreta. 7 

A neutropenia congenita grave caracteriza-se 
por ter uma neutropenia intensa e associada com 
infec^oes graves recorrentes. E descrita como uma 
heran^a tanto autossomica como dominante. A 
medula ossea revela-se hipoplasica com parada de 
matura$ao no estagio de pro-mielocito. 7 

A neutropenia ciclica e uma doen 9 a rara de 
heran 9 a dominante e que se caracteriza por ciclos 
de neutropenia que ocorrem a cada 21 dias em 
90% dos pacientes, os quais apresentam febre re- 
corrente, faringite, estomatite e infec 9 oes bacte- 
rianas. 7 Nos periodos de neutropenia, a medula 
ossea mostra-se hipoplasica com parada de matu- 
ra 9 ao no estagio de mielocito. O diagnostico da 
neutropenia ciclica deve ser feito com leucogra- 
mas de controle, que devem ser realizados 2 ou 3 
vezes por semana, durante oito semanas. 7 O 
periodo de neutropenia varia entre 3 a 5 dias, e a 
contagem de neutrofilos pode ficar entre 200 a 
300 neutrofilos/pL. 7 

A sindrome de Chediak-Higashi caracteriza-se, 
citologicamente, por apresentar granulos gigantes 
nas celulas hematopoietic as, e a neutropenia ocorre 
por granulopoiese ineficaz. 7 A Figura 9.7 mostra 
um esquema de como investigar pacientes com 
neutropenia persistente. 


Como todas as celulas da contagem diferencial, a 
contagem de monocitos deve ser interpretada pelo 
valor absoluto. Monocitopenia e encontrada em 
duas situa 9 oes: na anemia aplastica e na tricoleuce- 
mia, mas em ambas ocorre pancitopenia. Pode 
ocorrer monocitopenia na vigencia de corticoides, 
o que explica a predispos^ao desses pacientes a 
processos infecciosos. Monocitopenia isolada nao 
ocorre. A monocitose e uma manifesta 9 ao frequente 
em certas infec 9 oes bacterianas, esta acompanhada 
de neutrofilia e linfopenia e ocorre em inflama 9 oes 
cronicas, doen 9 as imunes (lupus eritematoso e ar¬ 
trite reumatoide), tuberculose, endocardite bacte- 
riana, sifilis, brucelose, estados neutropenicos 
(agranulocitose), listeriose, recupera 9 ao de infec- 
9 oes agudas, malaria, febre tifoide, sindromes mie- 
lodisplasicas, doen 9 as mieloproliferativas, carcino¬ 
ma de ovario, estomago e mama. 1 - 2 Na endocardite 
bacteriana, sifilis e brucelose, ocorre monocitose 
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sem leucocitose. 1 ’ 2 A rela^ao monocitos/Iinfocitos e 
de 0,3:1 cm contagens diferenciais normals; na tu- 
berculose, o numero de monocitos pode ser muito 


alto e exceder o numero de linfocitos; a rela^ao de 
0,8:1 ou maior indica um prognostico nao favora- 
vel. 1 ’ 2 A monocitose e transitoria na recupera^ao de 
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infec^oes agudas. 1 - 2 Na ulcera gastrica ou duodenal 
e na fase de recupera^ao de agranulocitose, a mo- 
nocitose e observada e tambem e relatada em crian- 
9 as e adolescentes com infec^oes virais. 1 - 2 Leuce- 
mias monociticas agudas e cronicas tem um 
predominio de monocitos em medula ossea e san- 
gue periferico; ocasionalmente, a monocitose per- 
sistente pode preceder o inicio de uma leucemia 
mieloide aguda. 


LEUCOGRAMA NOS PROCESSOS 
INFECCIOSOS BACTERIANOS. 
INFLAMATORIOS E INFEC0ES 
POR PROTOZOARIOS 


:: PROCESSOS AM IG DAL! AN OS 

Os processos amigdalianos sao agudos, causados 
principalmente por bacterias como estreptococos 
e pneumococos e cursam com dor local, princi¬ 
palmente na degluti^ao, febre, edema e cole^ao 
purulenta. 1 - 2 O hemograma apresenta leucocitose 
variavel, geralmente com valores acima de 10.000 
leucocitos/pL, com desvio nuclear a esquerda va¬ 
riavel. 1 - 2 Podem estar presentes monocitose, gra¬ 
nulates toxicas e corpusculos de Dohle. 1 - 2 O qua- 
dro hematologico e resultado da desmargina^ao 
neutrofilica seguida da libera 9 ao dos neutrofilos 
do compartimento pos-mitotico. Essa interpreta- 
9 ao baseia-se em crian^as ou adultos com boas 
condi^oes de saude; pacientes debilitados ou imu- 
nodeprimidos podem apresentar leucopenia, neu¬ 
tropenia e desvio nuclear a esquerda. 1 - 2 £ dificil o 
laboratorio realizar hemograma em processos 
amigdalianos porque a clinica e exuberante, prin¬ 
cipalmente em abscesso purulento, e a antibioti- 
coterapia e instalada de imediato. 1 - 2 

:: APENDICITE 

Os sintomas da apendicite iniciam com dor abdo¬ 
minal do tipo visceral, resultante das contra^oes 
apendiculares. Com a dissemina^ao do processo 
inflamatorio para as superficies peritoneais, a dor 
torna-se mais intensa, agravando-se pelo movi- 
mento ou tosse. Em geral, esta localizada na fossa 
iliaca direita. 1 - 2 Anorexia e frequente, com nauseas 
e vomitos em 60% dos casos, e o quadro febrii varia 
entre 37,2 a 38 °C. 1 - 2 O leucograma apresenta leu¬ 
cocitose (que varia entre 10.000 a 18.000 leucoci- 
tos/pL) a custa de neutrofilia com desvio nuclear a 
esquerda, podendo apresentar precur sores mieloi- 
des. Quando o numero de leucocitos esta acima de 


20.000 leucocitos/pL, deve-se pensar na possibili- 
dade de perfura^ao. 1 - 2 O quadro hematologico de 
apendicite pode cursar com ausencia de leucocito¬ 
se e de desvio nuclear a esquerda. 1 - 2 O exame par- 
cial de urina deve ser realizado porque muitas in- 
fec^oes geniturinarias podem simular um quadro 
de apendicite. 1 - 2 A leucocitose com neutrofilia e 
desvio nuclear a esquerda e um achado consisten- 
te com a evolu^ao da doen^a; por isso, costuma-se 
fazer hemogramas de controle para avaliar a evo- 
lu 9 ao da doen 9 a e caracteriza-la, mas pode nao 
haver altera 9 ao do quadro hematologico. 1 - 2 Dois 
casos laboratoriais podem exemplificar a apendi¬ 
cite: no primeiro caso, um homem de 32 anos, ci- 
rurgiao-geral, foi acometido por uma dor intensa 
e constante na fossa iliaca direita, perda de apetite, 
nauseas e mal-estar geral. A dor agravava-se ao 
movimento. Com suspeita de apendicite, foi soli- 
citado hemograma. O resultado mostrou um eri- 
trograma normal, 6.400 leucocitos/pL, sem desvio 
nuclear a esquerda e sem neutrofilia. Apos seis 
horas, o paciente continuava apresentando os 
mesmos sintomas. Novo hemograma foi realizado 
e nao houve altera 9 ao do quadro leucocitario. O 
paciente foi submetido a apendicectomia. O se- 
gundo caso e de um estudante, 18 anos, que che- 
gou ao ambulatorio medico com relato de dor ab¬ 
dominal intensa, nauseas, episodios de vomito, 
mal-estar geral e dificuldade para caminhar. Foi 
solicitado parcial de urina com sedimento corado 
e hemograma. O exame de urina foi normal, sem 
presen 9 a de bacterias. No hemograma, a serie ver- 
melha estava normal, e o quadro leucocitario mos¬ 
trou uma contagem de leucocitos de 18.000 leuco- 
citos/pL com neutrofilia e DNE (18 bastonetes), 
monocitose, linfopenia, granula 9 oes toxicas e cor¬ 
pusculos de Dohle nos neutrofilos. O paciente foi 
submetido a apendicectomia. Em casos de dor 
abdominal, deve-se pensar em apendicite e, se no 
inicio da instala 9 ao da doen 9 a nao ha altera 9 ao do 
quadro leucocitario, e comum fazer o controle do 
leucograma para avaliar a evolu 9 ao do quadro cli- 
nico e hematologico. A velocidade de hemossedi- 
menta9ao (VHS) e pouco sensivel e inespecifica 
na apendicite aguda porque pode nao se alterar; 
o leucograma e a PCR sao preferiveis a VHS . 2 

:: ARTRITE 1NFECCI0SA 

Os patogenos mais comuns associados a artrite 
infecciosa sao Staphylococcus aureus , Neisseria 
gonorrhoeae e os estreptococos, patogenos que 
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podem ganhar a corrente circulatoria a partir de 
infec^oes osseas ou de tecidos moles ou serem ino- 
culados de mo do direto em procedimentos cirurgi- 
cos, inje 9 oes ou traumatismos. 1 - 2 As articula 9 oes 
mais acometidas sao os joelhos, e com menor fre- 
quencia, quadril, ombro, pulso e cotovelos. 1 - 2 Os 
sinais clinicos sao de dor intensa e uniforme ao 
redor da articu^ao, espasmo muscular, amplitu¬ 
de de movimento diminuida e febre entre 38,3 a 
38,9 °C. Pela ativa 9 ao dos macrofagos residentes 
na articula 9 ao, uma grande quantidade de neu¬ 
trofilos migra ao sitio inflamatorio e passa a pre- 
dominar no liquido sinovial, que, durante o pro- 
cesso infeccioso, apresenta contagem leucocitaria 
que varia de 25.000 a 250.000 leucocitos/^iL com 
mais de 90% de neutrofilos. 1 - 2 O leucograma pode 
apresentar leucocitose a custa de neutrofilia com 
ou sem DNE e monocitose. 

:: ARTRITE REUMATOIDE 

£ uma doen 9 a inflamatoria cronica de causa imu- 
nologica (autoimune), que tern como principal si¬ 
tio as articula 9 oes, nas quais causa uma destrui- 
9 ao tecidual progressiva com varios graus de 
deformidade e incapacidade funcional. 1 - 2 As mu- 
lheres sao cerca de tres vezes mais afetadas que os 
homens. 1 ’ 2 A causa da artrite reumatoide (AR) e 
desconhecida; uma das hipoteses e que ela inicie a 
partir de um agente infectante, como micoplas- 
ma, EBV, citomegalovirus, parvovirus e o virus da 
rubeola. Esses patogenos infectam as estruturas 
articulares ou ha reten 9 ao de produtos microbia- 
nos na articula 9 ao, o que gera um process© infla¬ 
matorio cronico com ativa 9 ao do sistema imuno- 
logico e gera 9 ao de anticorpos contra as estruturas 
articulares. 8 Pacientes com artrite reumatoide 
apresentam com frequencia anticorpos contra co- 
lagenos do tipo II. 1 - 2 Outra possibilidade e a pre- 
sen 9 a de superantigenos, produzidos por determi- 
nados microrganismos, que ativariam os 
linfocitos T, desencadeando uma resposta imuno- 
logica cronica. 8 O unico fator ambiental que esta 
associado com o desenvolvimento da AR e o habi- 
to de fumar. 8 Em 55 a 70 % dos pacientes, a doen 9 a 
come 9 a de forma insidiosa, com sintomas clinicos 
nao caracteristicos, como astenia, debilidade e do- 
res musculosesqueleticas generalizadas; poste- 
riormente, ocorrem as manifesta 9 oes articulares: 
dor articular, rigidez matutina nas articula 9 oes, 
articula 9 oes tumefatas, quentes e eritematosas. 1 - 2 As 
manifesta 9 oes extra-articulares caracterizam-se 


por nodulos linfaticos (manifesta 9 ao mais fre- 
quente e caracterizada, histologicamente, por 
uma zona central de necrose, rodeada por histio- 
citos, celulas epitelioides e infiltrado inflamatorio 
cronico), vasculite reumatoide, pericardite e der- 
rame pleural. 1 - 2 

A artrite reumatoide e mediada por intera 9 oes 
entre celulas do endotelio vascular, neutrofilos, 
linfocitos T e B e macrofagos. A ativa 9 ao dessas 
celulas ocorre a partir de citocinas secretadas pelos 
macrofagos, entre elas TNF-a (fator de necrose tu¬ 
moral a), interleucinas 1,6,8, TGF-B (fator de cres- 
cimento celular (3), GM-CSF (fator estimulante de 
colonias de granulocitos e macrofagos) e PDGF 
(fator de crescimento derivado de plaquetas, do 
ingles platelet-derived growth factor). 1 ’ 2 Essas cito¬ 
cinas, inicialmente, recrutam para o sitio infla¬ 
matorio os neutrofilos, que, posteriormente, sao 
substituidos pelos linfocitos T e B e macrofagos. 1 - 2 
Nas fases iniciais da doen 9 a e nos episodios de re- 
agudiza 9 ao, os neutrofilos sao as celulas que pre- 
dominam e desempenham um papel importante 
na destrui 9 ao articular. 1 - 2 Nas fases cronicas, as 
celulas mononucleares constituem o infiltrado in¬ 
flamatorio e sao responsaveis pelo dano articu¬ 
lar. 1 - 2 Os sinoviocitos tambem desempenham um 
papel essencial na destru^ao tecidual pelo fato de 
produzirem metaloproteases quando ativados pe- 
las citocinas secretadas pelos macrofagos. 1 - 2 Como 
a doen 9 a se inicia de forma insidiosa, o recruta- 
mento de celulas para o sitio inflamatorio proces- 
sa- se de forma lenta. O consumo tecidual de neu¬ 
trofilos, monocitos e tambem de linfocitos (de 
modo nao tao acentuado) aumenta, fazendo com 
que a medula ossea aumente a produ 9 ao celular. 
Como o estimulo para o aumento da produ 9 ao 
medular e lento, ocorre um equilibrio entre a pro- 
du 9 ao e o consumo, apesar de a produ 9 ao e o con¬ 
sumo tecidual estarem aumentados. 1 - 2 O resultado 
e que as altera 9 oes no leucograma nao sao signifi- 
cativas, o numero de leucocitos pode ficar dentro 
dos valores de referenda, com discretas neutrofilia 
e monocitose e, eventualmente, pode haver desvio 
nuclear a esquerda discreto. A monocitose pode 
ser uin achado persistente na fase cronica. A AR 
pode ter um inicio de forma aguda (ocorre em 10% 
dos pacientes) e, durante a fase cronica da doen 9 a, 
pode haver periodos de agudiza 9 ao. Nessas situa- 
9 oes, ocorre um desequilibrio entre a produ 9 ao e 
o consumo, e altera 9 oes leucocitarias, como leu¬ 
cocitose, neutrofilia com desvio nuclear a esquerda 
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e presen^a ou nao de monocitose, podem ser vis¬ 
tas. 1 * 2 Um achado hematologico consistente e o de 
uma anemia normodtica e normocromica carac- 
terizando um quadro hematologico de anemia de 
doen$a cronica. A VHS esta aumentada, e e um 
achado constante na artrite reumatoide. 1 * 2 

:: DISENTERIA AMEBiANA 

Disenteria e o nome dado a varias afec^oes carac- 
terizadas pela inflama^ao do colo do intestino e 
que se manifestam por colicas, tenesmo (sensa^ao 
dolorosa na bexiga ou na regiao anal, com desejo 
continuo de urinar ou evacuar) e evacuates com 
sangue e muco. 1 * 2 A disenteria amebiana e uma 
infec^ao intestinal causada pela Entamoeba his¬ 
tolytica. Aproximadamente 90% das infec^oes sao 
assintomaticas; o restante apresenta um quadro 
clinico que varia de disenteria ate abscesso hepati- 
co e de outros organs. 1 * 2 Esse protozoario e adqui- 
rido por meio da ingestao de cistos presentes na 
agua, nos alimentos ou em maos contaminadas e 
descrito como a terceira causa de morte entre as 
doen^as parasitarias; as duas primeiras sao a es- 
quistossomose e a malaria. 1 * 2 As areas de maior 
incidencia incluem locais como Mexico, India, 
America Central, America do Sul, Asia tropical e 
Africa. 1 * 2 

A infec^ao desenvolve-se entre 2 a 6 semanas 
apos a ingestao dos cistos; a dor abdominal e a 
diarreia aumentam gradualmente de intensidade e 
sao seguidas de mal-estar, perda de peso, dor abdo¬ 
minal difusa e dor nas costas. 1 * 2 Os episodios de 
diarreia tornam-se mais frequentes, com pouco 
material fecal e com presen^a de sangue e muco. 1 * 2 
Pode ocorrer um quadro de infec^ao extraintesti- 
nal, que geralmente envolve o tecido hepatico, cau- 
sando um abscesso hepatico amebiano. 1 * 2 

O leucograma caracteriza-se por leucocitose 
com neutrofilia, desvio nuclear a esquerda e sem eo- 
sinofilia; a pesquisa de leucocitos fecais e positiva. 1 * 2 

:: DISENTERIA BACILAR 

A disenteria bacilar e um processo infeccioso agu- 
do do trato intestinal causado pelas bacterias do 
genero Shigella , que sao bacterias gram-negativas 
da familia Enterobacteriaceae. Cerca de 140 mi- 
lhoes de casos de shigelose sao registrados anual- 
mente em todo o mundo, com cerca de 600 mil 
obitos em crian^as com idade inferior a 5 anos. 1 * 2 
A transmissao ocorre por via oral, e a bacteria nao 
tern dificuldade para passar pelo trato gastrico 
porque sobrevive bem em pH baixo. 1 * 2 As 


manifesta^oes clinicas incluem febre, diarreia li- 
quida, que evolui para o quadro de disenteria 
(diarreia com sangue e muco), dor abdominal, vo- 
mitos, febre, urina escura (hemolise intravascular 
= hemoglobinuria), ictericia, equimoses, pete- 
quias e desidrata^ao. 1 * 2 

O leucograma apresenta leucocitose, poden- 
do, no inicio da doen^a, apresentar leucopenia. A 
contagem de leucocitos situa-se em torno de 13.000 
leucocitos/pL a custa de neutrofilia com desvio nu¬ 
clear a esquerda, podendo apresentar granulates 
toxicas, corpusculos de Dohle e vacuolos no cito- 
plasma dos neutrofilos; a pesquisa de leucocitos fe¬ 
cais e positiva. 1 * 2 Pode ocorrer um quadro de rea^ao 
leucemoide. 1 * 2 A trombocitopenia com presen^a 
de esquizocitos chama a aten^ao para a possibili- 
dade da ocorrencia da smdrome hemolitico-ure- 
mica, caracterizada por anemia hemolltica intra¬ 
vascular aguda e falencia renal. 1 * 2 Essa smdrome 
pode ser desencadeada porque a toxina bacteriana 
tern uma a^ao direta sobre as celulas renais. 1 * 2 He¬ 
moglobinuria, hematuria, hemossiderinuria, pro¬ 
teinuria, leucocituria e cilindruria sao achados no 
parcial de urina. 1 * 2 

:: ENDOCARDITE 

A endocardite e definida como prolifera^ao de mi- 
crorganismos no endotelio cardiaco que causam 
um processo infeccioso envolvendo, principalmen- 
te, as valvulas cardiacas. 1 * 2 A endocardite pode ser 
classificada em aguda e subaguda. A primeira cur- 
sa com febre e e de instala^ao rapida; a forma suba¬ 
guda se apresenta de modo insidioso com lesoes 
cardiacas de evolu^ao lenta. 1 * 2 A porta de entrada 
para os patogenos sao a cavidade oral, a pele, o trato 
respiratorio superior e, entre os usuarios de drogas, 
a via endovenosa. Os microrganismos que podem 
causar endocardite infecciosa sao estreptococos, 
pneumococos, enterococos, estafilococos, cocoba- 
cilos gram-negativos ( Haemophilus , Actinobacillus, 
Cardiobacterium , Eikenella e Kingella) y bacilos 
gram-negativos e Candida spp . 1)2 

O achado laboratorial e de leucocitose a custa 
de neutrofilia e monocitose 8 (encontrada em apro¬ 
ximadamente 15-20% dos pacientes) com aumen- 
to da VHS. 1 * 2 

:: GASTRENTERITE POR SAIMONELA 

A salmonela e uma bacteria gram-negativa da fa¬ 
milia Enterobacteriaceae, constitui um genero com 
cerca de 2.300 sorotipos, esta altamente adaptada 
ao crescimento no genero humano e cerca de 200 
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sorotipos sao patogenicos ao homem causando 
gastrenterite, que pode estar associada com infec¬ 
tes localizadas e bacteriemia. 1 - 2 A salmonelose 
ou febre enterica ou febre tifoide (uma doen^a sis- 
temica) e causada pela S.typhi ou S. paratyphi. 1 ’ 2 

A transmissao ocorre pela agua ou por 
alimentos contaminados. Na febre enterica, a bac¬ 
teria atravessa o trato gastrintestinal, coloniza o 
intestino delgado e, ao ser fagocitada pelos macro- 
fagos, dissemina-se via sistema mononuclear fa- 
gocitario, rompendo a barreira intestinal, e colo¬ 
niza o ba<;o, o figado, os linfonodos e a medula 
ossea. 1 - 2 No caso da salmonelose nao tifoide, a 
bacteria causa uma infec<;ao localizada com fluxo 
leucocitario bastante intenso, ocasionando uma 
gastrenterite autolimitada. 1 - 2 

A doen^a foi chamada inicialmente de febre 
tifoide devido as suas semelhan^as clinic as com o 
tifo. Em 1800, a febre tifoide foi descrita como 
uma patologia definida, baseada em sua associa¬ 
te com o aumento das placas de Peyer e dos lin¬ 
fonodos mesentericos. Em 1869, devido ao local 
do sitio infeccioso, o ter mo febre enterica foi pro- 
posto com o objetivo de distinguir da febre tifoide 
(tifo). Atualmente, as duas designates sao usadas 
(febre tifoide e febre enterica). 1 - 2 

O periodo de incuba^ao varia de 3 a 21 dias. 
Essa variabilidade esta relacionada com a condi- 
to de saude do paciente, com a capacidade de seu 
sistema imunologico e com o tamanho do inoculo. 
Os sintomas clinicos da infect o sao febre prolon- 
gada (38,8-40,5 °C), calafrios, anorexia, hepatoes- 
plenomegalia, epistaxes, dor de cabe^a, fraqueza, 
dor de garganta, tosse, tontura e dores muscula- 
res. 1 - 2 Os sintomas gastrintestinais sao variaveis, 
podendo apresentar tanto diarreia quanto consti¬ 
pate- Complicates tardias podem ocorrer apos 
a 3 a ou 4 a semana da infec^ao, sendo mais comuns 
em adultos nao tratados, e incluem perforate e 
hemorragia gastrintestinal. 1 - 2 Cerca de 1 a 5% dos 
pacientes tornam-se portadores assintomaticos e 
passam a transmitir a bacteria via urinaria e fecal. 

O diagnostico e feito pela coprocultura positiva 
para S. typhi ou S. paratyphi. A hemocultura tern 
uma positividade de 90% na primeira semana da 
infec^ao e diminui para 50% na terceira semana. 
Apos a primeira semana, o hemograma apresenta 
leucopenia, neutropenia e desvio nuclear a 
esquerda. 1 - 2 A leucopenia e a neutropenia sao con- 
sequencias da a^ao da toxina bacteriana sobre a 
hematopoiese e nao estao correlacionadas com a 


gravidade da doen^a ou com exaustao da medula 
ossea. A partir da terceira semana, o aparecimento 
de leucocitose com neutrofilia sugere complicates 
supurativas. 1 - 2 

:: INFEC^AO PULMONAR 

A pneumonia e uma infec^ao do parenquima pul- 
monar que pode ser causada por varias especies de 
bacterias, micoplasmas, clamidias, riquetsias, vi¬ 
rus, fungos e parasitas. O trato respiratorio baixo 
normalmente e esteril, apesar da proximidade com 
microrganismos residentes na orofaringe e de es¬ 
tar exposto a microrganismos inalados pelo ar. 1 - 2 
A pneumonia caracteriza-se por ser de inicio 
agudo, com febre, tosse produtiva e purulenta e 
dor no peito. O patogeno mais comum e o S. pneu¬ 
moniae, podendo ser causada por S. aureus e es- 
treptococos. O leucograma frente a esses patoge- 
nos apresenta leucocitose a custa de neutrofilia e 
com desvio a esquerda. 1 - 2 

A pneumonia tambem pode ser causada por 
bacilos gram-negativos. Os mais comuns sao K. 
pneumoniae, P. aeruginosa, E. coli, Enterobacter 
sp, Proteus sp, S. marcescens e Acinetobacter. 1 ’ 2 Os 
bacilos gram-negativos raramente causam infec- 
tes pulmonares em pacientes adultos previa- 
mente sadios. A pneumonia por esses patogenos e 
comum na infancia, em idosos e em pessoas imu- 
nodeprimidas, especialmente nas que apresentam 
leucopenia com neutropenia. 1 - 2 

:: INFECQAO URINARIA 

As infectes agudas do trato urinario sao repre- 
sentadas pela uretrite, cistite (infectes do trato 
urinario baixo) e pela pielonefrite (infec^ao do 
trato urinario superior). Essas infectes podem se 
dar de modo conjunto ou podem ser independen- 
tes, e o paciente pode ser assintomatico ou apresen¬ 
tar manifestates clinicas. 1 - 2 A infecto urinaria 
ocorre em aproximadamente 1 a 3% das meninas 
em idade escolar; essa incidencia aumenta muito 
com o inicio da atividade sexual. A maioria das 
infectes urinarias agudas e sintomaticas ocorre 
em mulheres adultas jovens, com uma incidencia 
em torno de 0,5 a 0,7 infectes por ano por pa¬ 
ciente; a infect© urinaria sintomatica nao e co¬ 
mum em homens com idade inferior a 50 anos. 1 - 2 
Varios microrganismos podem infectar o trato 
urinario. Os mais comuns sao os bacilos gram-ne¬ 
gativos, sendo que a E. coli e responsavel por 80% 
das infect^. Proteus, Klebsiella e ocasionalmente 
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Enterobacter podem causar infec^oes urinarias. 
Bacterias como Serratia e Pseudomonas ocorre 
com frequencia cm infec^oes urinarias de recor- 
rencia, principalmente em pacientes manipulados 
(sonda, cateter), com calculo e obstru^ao renal 

Cocos gram-positivos, como Staphylococcus 
saprophyticus, respondem por 10 a 15% das infec- 
9 oes urinarias, que, ocasionalmente, tambem po¬ 
dem ser causadas pelo enterococo . 1 ’ 2 

Nas infect^oes urinarias sintomaticas, o leuco¬ 
grama pode apresentar leucocitose a custa de neu- 
trofilia e desvio nuclear a esquerda, podendo apre¬ 
sentar granulates toxicas e corpusculos de Dohle. 

:: LEPTOSPIROSE 

A leptospirose e uma zoonose que tern como hos- 
pedeiros diversos animais selvagens ou domesti- 
cos e pode variar de uma doen^a inaparente ate 
uma infec^ao fulminante e fatal 1 ' 2 As infec 9 oes 
no homem ocorrem por contato direto com urina 
(a urina do rato e a fonte mais comum de infec- 
9 ao) ou tecidos de animais infectados ou, indire- 
tamente, por contato com agua ou solo contamina- 
dos. As portas de entrada habituais no homem sao 
apele com solu^ao de continuidade, ou as mucosas, 
como a conjuntiva, a nasal e a oral . 1 ’ 2 O periodo de 
incub a^ao varia entre 2 a 20 dias. A doen^a inicia 
de forma aguda (fase leptospiremica), com o pa- 
ciente apresentando dor de cabe 9 a, dores muscu- 
lares intensas, calafrios e febre (pode chegar a 39 
°C). Essa fase tern uma dura^ao entre 4 a 9 dias . 1 ’ 2 
Esse periodo tern como caracteristica principal 
febre e conjuntiva lacrimejante, pode ocorrer rash 
cutaneo e ictericia moderada; a maioria dos pa¬ 
cientes torna-se assintomatica dentro de uma se- 
mana . 1 ’ 2 A segunda fase da doen^a e chamada de 
imune e tern como caracteristica a produ^ao de 
anticorpos. A febre e as mialgias tornam-se me- 
nos graves, 15% dos pacientes podem apresentar 
meningite asseptica (liquido cerebrospinal [LCS] 
com contagem leucocitaria entre 10 - 1.000 leuco- 
citos/pL, com predominio de celulas mononucle- 
ares); os sintomas da meningite podem desapare- 
cer em poucos dias ou permanecer por algumas 
semanas . 1 ’ 2 

A doen^a pode se manifestar como um qua- 
dro clinico bastante grave, conhecido como sin- 
drome de Weil, causado pela Leptospira icterohae- 
morragiae , que se caracteriza por ictericia, 
disfunto renal, hemorragia, anemia hemolitica e 
alto indice de mortalidade . 1 - 2 O inicio da doen^a e 


semelhante as formas menos graves, mas as alte- 
ra 9 oes renais e hepaticas manifestam-se ao redor 
do 3° ao 6 ° dia . 1 - 2 A hemolise intravascular pode 
ser a causa de anemia intensa e aumento da bilir- 
rubina serica, geralmente menor que 20 mg/dL, 
mas podendo atingir valores de 40 mg/dL na in- 
fec 9 ao grave; a ureia, a fosfatase alcalina e as tran¬ 
saminases estao aumentadas, indicando compro- 
metimento hepatico e renal . 1 ’ 2 

O leucograma pode apresentar numero de 
leucocitos normal ou elevado, podendo chegar a 
50.000 leucocitos/pL em pacientes ictericos gra¬ 
ves . 1 ’ 2 Leucocitose acima que 15.000, a custa de 
neutrofilia e desvio nuclear a esquerda, sugere en- 
volvimento hepatico . 1 ’ 2 A trombocitopenia e um 
achado frequente na sindrome de Weil, e sao en- 
contradas manifesta 9 oes hemorragicas, como 
epistaxes, petequias e equimoses . 1 ’ 2 

:: lOpus eritematoso sistemico 

O lupus eritematoso sistemico (LES) e uma doen 9 a 
inflamatoria considerada como prototipo de doen- 
9 a autoimune; a prevalencia na popula 9 ao e de um 
caso para cada 2 mil a 10 mil habitantes, 90% dos 
casos ocorrem em mulheres, incidindo principal¬ 
mente na faixa etaria entre 15 e 40 anos, com media 
de idade de 30 anos, na ocasiao do diagnostic ©.!> 2 

Os achados clinicos variam de acordo com a 
fase da doen 9 a e distribu^ao das lesoes. O LES 
pode iniciar abrutamente com febre, simulando 
uma infec 9 ao aguda, ou pode desenvolver-se de 
forma insidiosa durante meses ou anos somente 
com episodios de febre e mal-estar; podem apare- 
cer manifesta 9 des em qualquer orgao . 1 - 2 Sinais e 
sintomas gerais como febre, perda de peso e fadiga 
ocorrem em 60 a 80% dos casos na fase ativa da 
doen 9 a, e altera 9 oes dermatologicas ocorrem em 
80% dos pacientes durante a evolu 9 ao da doen- 
9 a . 1 ’ 2 O eritema malar, caracteristico em forma de 
“borboleta”, e uma das varias lesoes cutaneas que 
podem ocorrer. A artralgia e referida em 90% dos 
pacientes, e o comprometimento articular geral¬ 
mente e intermitente e nao deixa sequelas. O com¬ 
prometimento renal e observado em 50% dos ca¬ 
sos, podendo-se manifestar por grau variavel de 
edema, hipertensao arterial e oliguria . 1 ’ 2 

O comprometimento hematologico ocorre em 
mais de 50% dos pacientes, manifestando-se por 
anemia de doen 9 a cronica, leucopenia, linfopenia e 
trombocitopenia; ocasionalmente, podem ocorrer 
anemia hemolitica e trombocitopenia grave . 1 * 2 
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As provas de atividade inflamatoria, como a 
velocidade de hemossedimenta^ao e a dosagem da 
glicoproteina acida, estao elevadas na fase aguda 
e tendem a normalizar com a melhora do quadro 
clinico. A VHS pode apresentar valores acima de 
100 mm por hora. 1 - 2 As celulas LE estao presentes 
em 80% dos pacientes com doen^a em atividade e 
em 65% dos pacientes em remissao. Embora nao 
seja especifico, o encontro de celula LE em alta 
porcentagem e sugestivo de lupus eritematoso sis- 
temico. 1 ’ 2 Os testes mais especificos para o diag- 
notico do lupus eritematoso sao as pesquisas de 
anticorpos antinucleares e anticitoplasmaticos. A 
pesquisa de anticorpo anticardiolipina torna-se 
obrigatoria na suspeita de slndrome do anticorpo 
antifosfolipideo secundario ao LES. 1 * 2 A presen^a 
de crioglobulinas pode ocorrer em 11% dos pa¬ 
cientes, com frequencia associada a doen^a em 
atividade. 1 ^ 2 A Figura 9.8 mostra fotos de celulas 
LE e mass as amor fas. 

:: MALARIA 

A malaria e causada por um hematozoario intra- 
celular do genero Plasmodium e transmitida por 
vetores, que sao os mosquitos do genero Anophe¬ 
les, sendo uma infec^ao por protozoarios que evo- 
lui em surtos com manifesta 9 oes cllnicas agu- 
das. 1 * 2 Existem quatro especies de plasmodios que 
parasitam exclusivamente o homem: P. vivax, P. 
falciparum, P. malarie e P. ovale. As tres primeiras 
especies ocorrem no Brasil, com predominio das 
infec^oes por P. vivax e P. falciparum, que res- 
pondem aproximadamente por 98% dos casos 
notificados. 1 * 2 

A pesquisa de parasitas da malaria e realizada 
em extensoes sanguineas ou em gotas espessas cora- 
das com corantes hematologicos. Preferencialmente, 


a coleta de sangue deve ser feita durante a fase de 
calafrios, ou pouco depois do paroxismo febril, 
para ter uma probabilidade maior de exito, princi- 
palmente nas infec^oes por P. falciparum, em que 
os parasitas permanecem no sangue circulante 
apenas durante algumas horas. 1 ’ 2 Na malaria por 
P. falciparum, o aspecto microscopico evidencia 
apenas as formas de trofozoitas jovens, uma vez 
que as formas maduras ficam retidas na circukqao 
e splenic a, e os gametocitos (classicamente descri- 
tos como em forma de bananas) aparecem apenas 
apos sete dias da instala^ao do quadro clinico. 1 ' 2 
Na malaria causada pelo P vivax, o panorama mi¬ 
croscopico e diferente: sao visualizados todos os 
estagios de matura^ao das formas assexuadas do 
parasita, alem dos gametocitos que estao presentes 
no sangue ja no inicio do quadro. 12 

Os gametocitos, por serem as formas evoluti- 
vas morfologicamente mais distintas entre as di- 
versas especies de plasmodios, sao fundamentais 
para o reconhecimento microscopico da especie 
de plasmodio. 1 ' 2 

O eritrograma e variavel, podendo apresentar 
uma anemia que varia de discreta a moderada, 
normodtica e normocromica e com sinais discre- 
tos de hemolise, ate uma anemia intensa com he- 
molise intravascular franca com policromatofilia 
e reticulocitose. O leucograma pode apresentar 
leucocitose a custa de neutrofilia e sem DNE. 

A ictericia na malaria e um sinal de alerta para 
complica 9 oes. Ocorre geralmente na segunda se- 
mana e nao se relaciona com a presen 9 a de doen 9 a 
hepatica previa. Quase sempre se instala de manei- 
ra brusca, com elevados niveis de bilirrubinas e 
moderado aumento das transaminases sericas, 
fosfatase alcalina e y-glutamil-transpeptidase. 1 ' 2 



FiGURA 9.8 Celulas LE e massas amorfas. 
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Ess as alter a^oes provavelmente refletem colestase 
intra-hepatica, por alter a^oes funcionais do hepa- 
tocito e hemolise intravascular. A insuficiencia re¬ 
nal e a complicatpao mais frequente e a principal 
causa de morte. A oliguria na malaria por P. falci¬ 
parum, na maioria das vezes, indica apenas desi- 
dratas^ao, que deve ser valorizada e imediatamente 
tratada, pois pode levar a insuficiencia renal agu- 
da, facilitada pela hemolise intravascular e pela 
deposi^ao de imunocomplexos nos rins. 1 * 2 Os do- 
entes evoluem com oliguria e anuria e apresentam 
taxas elevadas de ureia e de creatinina serica. 12 

A febre hemoglobinurica, tambem conhecida 
como blackwater fever ou “febre da agua preta”, e 
uma forma especial de apresenta^ao da insuficien¬ 
cia renal aguda na malaria. E atribuida a hemolise 
intravascular maci^a, decorrente, principalmente, 
de hipersensibilidade a antipaludicos do grupo 
das 8-aminoquinolemas e, mais raramente, a qui- 
nina ou mesmo as sulfas e esta relacionada com a 
deficiencia congenita da enzima glicose-6-fosfato 
desidrogenase (G6PD). 1 ’ 2 

A coagula^ao intravascular disseminada 
(CIVD) e a sindrome da angustia respiratoria 
aguda (SARA) sao complicates da malaria com 
alta letalidade. 1 ’ 2 Na malaria, a hemossedimentato 
costuma ser elevada, em geral, acima de 40 mm na 
primeira hora. 1 ’ 2 

:: MENINGITE 

A meningite bacteriana e uma infec^ao purulenta 
que ocorre no espaifo subaracnoide com envolvi- 
mento das meninges e do parenquima cerebral. 1 ' 2 
Os patogenos mais comuns na meningite bacte¬ 
riana sao Streptococcus pneumoniae. Neisseria 
meningitidis, estreptococo do grupo B, Listeria 
monocytogenes e o Haemophilus influenza. 

Em adultos acima de 20 anos, o Streptococcus 
pneumoniae e o agente etiologico mais comum, e o 
principal fator de risco e a pneumonia pneumoco- 
cica; outros fatores de risco sao otite media aguda 
ou cronica, alcoolismo, diabetes, esplenectomia, 
hipogamaglobulinemia, deficiencia de comple- 
mento e traumatismo craniano. 12 Em crian^as e 
adultos jovens, com faixa etaria entre 2 a 20 anos, 
60% dos casos de meningite bacteriana sao causa- 
dos pela Neisseria meningitidis. 1 ’ 2 

Tanto o Streptococcus pneumoniae como a 
Neisseria meningitidis colonizam a nasofaringe ao 
se aderirem as celulas epitelias nasofaringeanas, 
posteriormente, invadem o espa$o intravascular e 


podem ter acesso a corrente circulator ia. Pelo fato 
de serem capsuladas, conseguem evitar a a^ao do 
sistema complemento. Podem infectar as celulas 
epiteliais do plexo coroide e, posteriormente, ter 
acesso ao LCS. 1 - 2 Uma vez no LCS, a bacteria tern 
cond^oes de proliferar porque o fluido contem 
poucos leucocitos e imunoglobulinas. 1 ’ 2 A menin¬ 
gite pode-se apresentar como uma infec^ao de 
instala^ao aguda (algumas horas) ou como uma 
infeafao subaguda, que piora progressivamente 
em alguns dias. Os sintomas clinicos classicos da 
meningite sao febre, dor de cabe 9 a e rigidez da 
nuca (esses sintomas ocorrem em 90% dos casos), 
vomitos, nauseas e fotofobia. 1 - 2 

O LCS normal nao contem polimorfonuclea- 
res; sua celularidade e composta de celulas mono- 
nucleares (linfocitos e monocitos). Na meningite 
bacteriana, o LCS apresenta mais de 100 polimor- 
fonucleares/pL. 1 - 2 

O leucograma apresenta leucocitose (cerca de 
14.000-24.000 leucocitos/pL) a custa de neutrofilia, 
podendo apresentar DNE intenso e precursores 
mieloides, com presen 9 a de granula 9 oes toxicas e 
corpusculos de Dohle. A leucocitose e a neutrofilia 
geralmente sao mais acentuadas nas meningites 
por estrepto cocos e meningococos. 12 

:: SEPTICEMIA 

Septicemia e uma resposta sistemica a uma inva- 
sao microbiana ao sangue periferico que tambem 
pode ser definida como uma sindrome de resposta 
inflamatoria sistemica a um microrganismo. 12 A 
presen 9 a do microrganismo nao e essencial para o 
desenvolvimento do quadro septico, pois moleculas 
ou toxinas microbianas podem desencadear um 
quadro de septicemia. 12 A septicemia pode ser 
causada tanto por bacterias gram-negativas (BGN) 
quanto positivas (BGP); 35% das septicemias sao 
causadas por BGN (enterobacterias, pseudomonas 
e Haemophilus spp) e 40% sao causadas por BGP 
(Staphylococcus aureus , estafilococos coagulase ne- 
gativa, enterococos e Streptococcus pneumoniae). O 
restante, por fungos, infec 9 oes mistas, Neisseria 
meningitidis e Streptococcus pyogenes. 1 ’ 2 

Os fatores predisponentes para a septicemia 
por BGN sao diabetes melito, doen 9 as linfoproli- 
ferativas, cirrose hepatica, queimaduras, procedi- 
mentos invasivos e estados de neutropenia. As 
principais causas de septicemia por BGP sao o uso 
de cateteres, queimaduras e drogas endovenosas. 
A septicemia por fungos esta associada a pacientes 
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imunodeprimidos e com neutropenia. 12 A septi¬ 
cemia pode se originar de infec^oes localizadas ou 
ser introduzida via manipula^ao. 1 - 2 

O sistema de defesa inato do organismo huma- 
no e capaz de reconhecer endotoxinas bacterianas; 
a mais potente e mais bem estudada das endotoxi¬ 
nas bacterianas e o LPS (lipolissacarideo). A pre¬ 
sent dess a toxina e o sinal ao organismo humano 
da presen^a bacteriana na corrente circulatoria. O 
plasma humano contem uma proteina que se une a 
LPS, chamada de LBP (LPS binding protein). A liga- 
<;ao da LBP ao LPS faz com que esse complexo seja 
reconhecido e fixado na membrana citoplasmatica 
de neutrofilos, monocitos e macrofagos, via CD14 
expresso na membrana citoplasmatica dessas celu¬ 
las. 1 ’ 2 Essa liga^ao torna as celulas ativadas, com 
consequente libera<;ao de citocinas, que irao am- 
pliar e diversificar a resposta inflamatoriaA 2 Ou- 
tros polissacarideos bacterianos, como os peptide- 
oglicanos, enzimas extracelulares e toxinas, 
suscitam a mesma resposta inflamatoria, e muitas 
dessas moleculas tambem se unem ao CD14. 12 Ou- 
tros mecanismos inatos de defesa, como o sistema 
complemento e proteinas que se ligam a manose, 
sao capazes de reconhecer moleculas bacterianas. 12 

Entre as citocinas liberadas, uma que tern um 
papel bastante importante na septicemia e o fator de 
necrose tumoral alfa (TNF-a), que estimulaleucoci- 
tos e celulas endoteliais do epitelio vascular a pro- 
duzirem mais citocinas, inclusive maior quantidade 
de TNF- a. As celulas endoteliais ativadas, alem de 
produzirem mais citocinas, secretam moleculas 
pro-coagulantes, PAF (fator ativador deplaquetas) e 
outros mediadores. Nesse ponto, fecha-se um ciclo 
de ativa^ao, os leucocitos e as celulas endoteliais es- 
tao ativados e um ativa o outro; a concentra^ao de 
citocinas no sangue periferico aumenta considera- 
velmente. 1 ’ 2 As plaquetas tornam-se ativadas e, a 
partir de sua membrana citoplasmatica, liberam 
fosfolipideos como o acido aracdonico, que pode ser 
convertido pela via das cicloxigenases em prosta- 
glandina E2 e tromboxane. A prostaglandina E2 
causa vasodilata^ao periferica, e o tromboxane e 
vasoconstritor e promove a agrega^ao plaquetaria. 
O PAF ativa neutrofilos e estimula a degranula^ao, 
alem de promover a agrega^ao plaquetaria. A deposi- 
<;ao de fibrina intravascular, a format;ao de trombos e 
a coagula^ao intravascular sao respostas ao quadro 
infLamatorio da septicemia a partir da ativa^ao da 
cascata da coagula^ao sanguinea. A deposit ao siste- 
mica de fibrina e forma^ao de microcoagulos levam 


ao consumo dos fatores de coagula^ao e das plaque¬ 
tas, o que predispoe o paciente a sangramentos. O 
sistema complemento tambem torna-se ativado, o 
C5a e outros produtos da ativa^ao do complemento 
promovem a ativa^ao dos neutrofilos. O TNF-a, 
como efeito local, ativa o endotelio e aumenta a per- 
meabilidade vascular; com isso, aumenta a entrada 
tecidual de imunoglobulinas e anticorpos. Como 
efeito sistemico, causa febre, aumenta a migrate 
leucocitaria e desencadeia o choque septico. O ulti¬ 
mo e devido a uma vasodilata^ao sistemica com ex- 
travasamento maci<;o de plasma aos tecidos e dimi- 
nui<;ao da volemia com consequente insuficiencia 
renal, cardiaca, hepatica e pulmonar. 

O hemograma apresenta leucocitose a custa 
de neutrofilia, com desvio nuclear a esquerda, po- 
dendo apresentar precursores mieloides, trombo- 
citopenia, granulates toxicas, corpusculos de 
Dohle e vacuolos nos neutrofilos. Ocorre aumento 
do tempo de protrombina (TP) e do tempo de 
tromboplastina parcial ativada (TTPa), diminui- 
9 ao da concentra^ao de fibrinogenio, present a de 
produtos de degrada<;ao do fibrinogenio e/ou fi¬ 
brina (PDF) e aumento na concentra^ao de D-di- 
mero. Um quadro de leucopenia com neutrope¬ 
nia, desvio nuclear a esquerda e ate celulas mais 
jovens como mielocitos e metamielocitos, com 
presen^a de granulates toxicas, corpusculos de 
Dohle e vacuolos nos neutrofilos, e sugestivo de 
exaustao de medula ossea. 1 - 2 


VELOCtDADE DE HEMOSSEDIMENTACAO 


A velocidade de hemossedimenta^ao (VHS) e a dis- 
tancia medida em milimetros que os eritrocitos 
percorrem em um tubo vertical durante um deter- 
minado perlodo de tempo. 9 A membrana citoplas¬ 
matica eritrocitaria tern carga negativa devido a 
presen 9 a de acido sialico, carga negativa que cria 
um potencial de repulsao entre os eritrocitos, cha- 
mado de potencial £ (zeta), 1 - 2 conforme se observa 
na Figura 9.9. Esse potencial de repulsao impede 
que os eritrocitos se empilhem ( roleaux ) e sedimen- 
tem rapidamente; por isso os valores de referenda 
da VHS, para pessoas normais, sao baixos na pri- 
meira hora de sedimentato. 1 - 2 Quando ocorrem 

alterates nas concentrates plasmaticas de mole¬ 
culas, como fibrinogenio e imunoglobulinas, o po¬ 
tencial £ e vencido, o empilhamento e formado, e a 
velocidade de sedimenta^ao aumenta, fornecendo 
um valor mais elevado que o da referenda na pri- 
meira hora. 1 ’ 2 
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Tecnica de Westergren 


FIGURA 9.9 0 potencial C, (zeta) medido pela VHS. 


A tecnica manual da VHS e feita na pipeta de 
Westergren, um tubo de vidro ou plastico com 30 cm 
de comprimento, 2,5 mm de largura e aferido em 
uma escala de 0 (undo da escala) a 200 (final da es- 
cala) milimetros. 9 Na tecnica original de Wester¬ 
gren, o sangue venoso e coletado com citrato de 
sodio a 0,106M na propor^ao de 1 parte de anticoa- 
gulante para 4 partes de sangue. Apos a homoge- 
neiza^ao durante cinco minutos, a pipeta de Wes¬ 
tergren e preenchida, colocada na estante de 
Westergren e, apos 60 minutos, a leitura e realiza- 
da, e o resultado e expresso em milimetros. 8 ’ 10 - 11 
No metodo de Westergren modificado, o sangue 
venoso e coletado com EDTA (obedecendo a pro- 
por^ao sangue:anticoagulante). Apos homogenei- 
za^ao durante cinco minutos, 1,6 mL do sangue 
sao diluidos em 0,4 mL de soro fisiologico ou ci¬ 
trato de sodio 0,106M. 10 A mistura e homogenei- 
zada durante cinco minutos, e a pipeta de Westre- 
gren e preenchida e colocada na estante. Apos 60 
minutos, o grau de sedimenta^ao e medido na es¬ 
cala milimetrada. 8 A VHS tambem pode ser feita 


por automa^ao (sistema Ves-Matic), sendo o resul¬ 
tado obtido em 20 minutos, pois a sedimenta^ao e 
acelerada pela inclina^ao de 18°. 8 A automai^ao e 
preferivel ao metodo manual porque elimina inter- 
ferentes grosseiros, e mais rapida, e a quantidade de 
sangue varia entre 30 a 150 pL. Os valores de refe¬ 
renda deveriam ser estabelecidos para cada labora¬ 
tory, 10 - 11 mas, de modo geral, os valores utilizados 
como referenda estao mostrados na Tabela 9.1. 


TABELA 9.1 

Valores de referenda para a VHS 

* 

Homens 


Abaixo de 50 anos 

0 a 15 mm 



Acima de 50 anos 

0 a 20 mm 

Mulheres 


Abaixo de 50 anos 

0 a 20 mm 



Acima de 50 anos 

0 a 30 mm 

Criangas 

0a 10 mm 


Tecnicamente, a VHS manual e um exame 
grosseiro, porque tern muitos interferentes. Se o 
angulo formado entre a pipeta de Westergren e o 
piano da estante estiver acima de 3°, o resultado 
da VHS e afetado, 1 - 2 temperaturas abaixo de 15° 
ou acima de 30° interferem no resultado, 1 - 2 - 9 - 11 
tambem interferem no resultado da VHS a inci- 
dencia de luz solar direta, 1 - 2 - 9 estante colocada na 
mesma bancada em que esta alguma centrifu- 
ga 1 - 2 - 9 - 11 e mudamja de local da estante quando a 
VHS esta sendo processada. 1 - 2 

Os eritrocitos sedimentam mais rapidamente 
quando ha um aumento na concentra<;ao plasma- 
tica de fibrinogenio, imunoglobulinas ou outras 
proteinas de fase aguda devido a altera^ao da vis- 
cocidade plasmatica. 3 Altera^oes na morfologia 
ou contagem eritrocitaria afetam o resultado da 
VHS na anemia falciforme; apesar de a anemia ser 
moderada ou intensa, a VHS esta dentro dos 
valores de referenda, podendo ate nao haver sedi- 
menta 9 ao dos eritrocitos. Isso ocorre pela intensa 
pecilocitose, que impede o empilhamento eritro- 
citario. 3 Na policitemia vera e nas eritrocitoses, a 
VHS tende a estar diminuida; nas anemias sem 
altera 9 ao de morfologia, esta aumentada. 3 Varia¬ 
nces fisiologicas, como gesta^ao e ciclo menstrual, 
influenciam o resultado da VHS. Determinados 
medic amentos (contraceptivos orais, penicilina) 12 
e tabagismo tambem podem interferir; 10 nem 
sempre esta elevado em pessoas com alguma pato- 
logia e pode atingir valores entre 35 a 40 mm em 
idosos saudaveis. 12 Pessoas com doen^a hepatica 




















254 Hematologia laboratorial: teoria e procedimentos 


ou carcinomas tendem a ter uma VHS diminuida 
pela incapacidade de produzir proteinas de fase 
aguda. 2 3 Pacientes com a VHS aumentada sem ex- 
plicagao devem ser pesquisados quanto a gamopa- 
tias monoclonais. A VHS esta aumentada em doen- 
gas malignas, colagenoses, doenga reumatica e 
estados de doenga cronica. Alem disso, a VHS tam- 
bem e utilizada para monitorar a recidiva de linfo- 
mas Hodgkin e nao Hodgkin. 3 5 6 7 8 Clinicamente, e util 
para o monitoramento da progressao de doengas 
como artrite reumatoide ou tuberculose. 9 * * Entre as 
condigoes clinicas mais frequentemente associadas 
com aumento da VHS, destacam-se a hemodilui- 
gao (anemias agudas ou cronicas, sem alteragao de 
morfologia), aumento de proteinas de fase aguda 
(doenga reumatica), a presenga de proteinas plas- 
maticas anormais (mieloma multiplo), o aumento da 
concentrate de imunoglobulinas (processos infec- 
ciosos ou inflamatorios) e as neoplasias malignas. 12 
Valores da VHS muito elevados (acima de 80 mm) 
raramente sao o unico indicador de neoplasias, in- 
flamagoes ou infeegoes graves. 12 Ja foi relatado, em 
comunicagao pessoal, em apendicite cronica, o 
achado laboratorial de uma VHS de 100 mm com 
um hemograma normal. Muitos autores conside- 
ram que o aumento da VHS constitui-se no princi¬ 
pal sinal biologico de inflamagao, sendo emprega- 
do como um exame de screening e na documentagao 
de processos inflamatorios. 12 
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SERIE BRANCA - LEUCOGRAMA 


PROCESSOS INFECCIOSOS VIRAIS 


E ANOMALIAS LEUCOCUARIAS 


10 


CAUSAS DE LINFOCITOSE E LINFOPENIA 


A linfocitose e rara em infec^oes bacterianas agudas; a unica exce^ao e a coque- 
luche, cujo patogeno e a Bordetella pertussis. Nessa doen^a, a leucocitose pode 
ser intensa (acima de 20.000 a 30.000 leucocitos/microlitro, podendo chegar a 
100.000 ou mais) a custa de uma linfocitose que pode representar 80 a 90% do 
numero de leucocitos. 1 - 2 

A linfocitose infecciosa aguda tem como agente etiologico o enterovirus Co- 
xsackie do subgrupo A; e uma doen 9 a caracteristica da infancia (entre 1-10 anos), 
benigna e assintomatica. 3 Caso a crian^a apresente algum sintoma, esse se mani- 
festa como febre, infec^ao do trato respiratorio, diarreia e dor abdominal. 3 O 
leucograma apresenta leucocitose (geralmente entre 40.000 a 50.000 leucocitos/ 
microlitro) a custa de linfocitose sem a presen^a de linfocitos atipicos. 3 A doen^a 
cursa em um periodo de 3 a 5 semanas, podendo chegar ate dois meses. 3 Outras 
causas de linfocitose sao mononucleose infecciosa (MNI), hepatite viral, rubeola, 
brucelose, tuberculose, infec^oes por citomegalovirus e doen^as hematopoieticas, 
como leucemia linfocitica cronica e tricoleucemia. 1 ’ 2 

As principals causas de linfopenia sao infec^oes agudas, tuberculose ativa, 
carcinomas, linfomas, lupus eritematoso, agranulocitose, malaria, sindromes de 
imunodeficiencia, falencia cardiaca, pancreatite, administra^ao de esteroides e 
quimioterapia. 1 ’ 2 


FISIOPATOLOGIA DO PROCESSO INFECCIOSO VIRAL 


Quando uma celula e infectada por um virus, produz interferon a e (3 com a fi- 
nalidade de prevenir a replica^ao viral dentro da celula infectada e bloquear a 
dissemina^ao do virus a outras celulas. Tanto o interferon a quanto o j3 ativam a 
defesa imune inata, que e representada pelos linfocitos NK que, quando ativados, 
secretam INF-y. Os linfocitos NK ativados migram do sangue para o tecido in- 
fectado e exercem a fun^ao citotoxica, representada por morte celular e secre^ao 
de citocinas. O INF-y ativa macrofagos e celulas dendriticas que secretam IL-12, 
que ativa as celulas NK; nesse ponto, fecha-se um ciclo de retroativa^ao. Os ma¬ 
crofagos e as celulas dendriticas sao celulas apresentadoras de antigenos, que, 
apos a fagocitose, processam e apresentam peptide os antigenicos ligados ao com- 
plexo principal de histocompatibilidade (MHC, do ingles major histocompability 
complex). Peptideos antigenicos ligados ao MHC II ativam os linfocitos T CD4+, 
os ligados ao MHC I ativam linfocitos CD8+, 4 conforme se observa na Figura 
10.1. Os linfocitos CD4+ diferenciam-se em duas subpopula 9 oes: Thl e Th2; as 
celulas Thl, pela produ^ao de IL-2 e INF-y, tambem ativam as celulas CD8+, que 
se tornam citotoxicas efetoras. 4 As celulas Th 1 tambem aumentam a atividade mi- 
crobicida do macrofago e, junto com as CD8+, atuam no sitio inflamatorio. As 
celulas Th2 ativam os linfocitos B, nos orgaos linfoides secundarios, a produzirem 
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anticorpos. O linfocito B tambem pode ser ativa- 
do diretamente pelo antigeno, que se liga aos re- 
ceptores de celula B; o complexo antigeno-BCR e 
endocitado, process ado e reapresentado na mem- 
brana citoplasmatica do linfocito B em associa<~ao 
ao MHCII; essa expressao aumenta a ativa^ao dos 
linfocitos T pela intera^ao celula a celula (linfocito 
T-antigeno - MHC 11-linfocito B ). 4 Com a ativa- 
^ao dos linfocitos NK das celulas dendrlticas e dos 
macrofagos, as imunidades celular e humoral es- 
tao ativadas de modo constante. Esse quadro de 
ativa^ao do sistema imunologico sera bloqueado 
pela a$ao dos linfocitos T supressores (CD 8 +). 
Como resultado dessa ativa^o, os plasmocitos 
formam as celulas B de memoria, e os linfocitos T 
efetores CD 8 +, as celulas T de memoria. 


Sftios de liqagao dos peptfdeos 



Classe! Classe II 


FIGURA 10.1 Reconhecimento imune pelas 
celulas T. 

LEUCOGRAMA NOS PROCESSOS 
INFECCIOSOS VIRAIS 


O citomegalovlrus (CMV) e um virus herpes que 
acomete todas as faixas etarias e causa uma doen- 
9 a com expressao bastante variavel desde assinto- 
matica, passando por infec^oes subcllnicas, sln- 
drome mononucleosa em pessoas saudaveis, ate 
uma doen^a disseminada em pacientes imunode- 
primidos . 1 - 2 O virus esta presente no leite mater- 
no, na saliva, nas fezes, na urina, no semen e na 
secre^ao cervical. A transmissao da-se da mae 
para o feto, pelo contato Intimo repetido e prolon- 
gado entre pessoas e pela via sexual . 1 ’ 2 A transfu- 
sao de sangue total ou hemocomponentes pode 
ser a via de transmissao do CMV se nesses hemo- 
derivados houver a presen^a de leucocitos viaveis 
e infectados . 1 ’ 2 


Uma vez infectado, o indivlduo sera portador 
do CMV durante toda sua vida. O virus fica em 
forma latente, e as slndromes de reativa^ao ocor- 
rem quando ha uma depressao do sistema imuno¬ 
logico, especificamente da imunidade celular . 1 - 2 
Essa reativa^ao e vista, particularmente, nos 
transplantes de orgaos, em neoplasias linfoides e 
nas slndromes de imunodeficiencia adquirida, 
principalmente no HIV . 1 - 2 

A infec^ao pelo CMV pode ser congenita e 
ocorre em 5% dos fetos infectados. As manifesta- 
^oes cllnicas incluem petequias, hepatoesplenome- 
galia e icterlcia presente s em 60 a 80 % dos casos, 
microcefalia, deficit de crescimento intrauterino e 
prematuridade (30-50% dos casos). Laboratorial- 
mente, ocorre aumento das transaminases, trom- 
bocitopenia, hiperbilirrubinemia, hemolise e au¬ 
mento das protelnas do liquor . 1 - 2 A mortalidade 
esta em torno de 20 a 30%. Nas infec^oes assinto- 
maticas ao nascimento, que acometem cerca de 5 
a 25% dos infectados, as crian^as desenvolvem, 
nos anos seguintes, altera^oes psicomotoras, au- 
ditivas, oculares e anormalidades dentarias . 1 - 2 A 
infec^ao perinatal pode ser adquirida no parto, 
no momento da passagem do feto pelo canal vagi¬ 
nal infectado, do leite materno ou de outras se- 
cre 9 oes; a maioria dos recem-nascidos infectados 
por essa via permanece assintomatica . 1 - 2 Dificul- 
dade em ganhar peso, adenopatia, hepatite, ane¬ 
mia e linfocitose com linfocitos atlpicos podem 
ser consequencia da infec^ao pelo CMV. 

A slndrome mononucleosa e uma manifesta- 
9&0 cllnica comum do CMV em pessoas saudaveis; 
ocorre em qualquer idade e e mais comum em 
adultos jovens sexualmente sadios . 1 - 2 Os sinais cll- 
nicos dessa slndrome sao febre alta e prolongada, 
algumas vezes acompanhada de calafrios, fadiga, 
mal-estar, mialgias, dor de cabe^a e esplenomega- 
lia. Ao contrario da mononucleose infecciosa, lin- 
foadenopatia, icterlcia e faringite sao raras. O san¬ 
gue periferico apresenta-se com leucocitose a custa 
de linfocitose, com mais de 10 % de linfocitos atlpi¬ 
cos. A maioria dos pacientes recupera-se do qua¬ 
dro infeccioso sem sequelas, mas a excre^ao do 
virus pela urina, pelo trato genital e pela saliva 
contlnua por meses ou anos . 1 - 2 

A infec 9 ao pelo CMV e comum e importante 
nos transplantes de orgaos, em receptores de rim, 
cora^ao, pulmao e flgado. O CMV induz a uma 
serie de slndromes, febre e leucopenia, hepatite, 
pneumonia, esofagite, gastrite, colite e retinite. A 
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infec^ao pelo CMV e um importante fator de ris- 
co tanto para a perda do orgao transplantado 
quanto para o obito do paciente. O periodo maxi- 
mo de risco esta entre o primeiro e o quarto mes 
pos-transplante. 

O CMV e um importante patogeno para pes- 
soas com HIV, principalmente quando a conta- 
gem de linfocitos CD4+ esta abaixo 50 ou 100 lin¬ 
focitos CD4 +/ pL. 

Nos pacientes imunodeprimidos, os sinais cli- 
nicos sao febre prolongada, mal-estar, fadiga, ano¬ 
rexia, suores noturnos, artralgias ou mialgias e 
comprometimento hepatico. Ha uma associa<;ao 
entre infec^ao pelo CMV e desenvolvimento de 
anticorpos frios (crioaglutininas). 

Os principals achados do leucograma durante 
o curso da infec^ao pelo CMV sao leucocitose a 
custa de linfocitose (geralmente acima de 4.500 
linfocitos/pL) com mais de 20% de linfocitos ati- 
picos. Esse quadro ocorre em torno de 70 a 80% 
dos casos. A trombocitopenia tambem e um acha- 
do caracteristico; o CMV tern tropismo pelo me¬ 
gacar iocito, e a queda do numero de plaquetas da- 
-se por diminui^ao da produ^ao; pode ocorrer 
tambem uma purpura vascular por a<;ao direta do 
virus ao endotelio. 1 * 2 Anemia de causa imunologi- 
ca, especificamente autoimune, com Coombs di- 
reto positivo, tambem esta descrita na infect;ao 
pelo CMV. 

O caso laboratorial descrito a seguir mostra o 
hemograma de uma crian^a de 9 meses com infec- 
9 ao pelo citomegalovirus. O que chamou a aten^ao 
durante a pun<;ao sanguinea foi a grande quanti- 
dade de petequias. A Tabela 10.1 mostra o resul- 
tado do hemograma. 

0 eritrograma mostra uma anemia discreta normori- 
tica e normocromica sem alteragoes morfologicas 
significativas. 0 leucograma mostra uma leucocitose 
intensa a custa de linfocitose, com a presenqa de lin¬ 
focitos atipicos, e ha trombocitopenia. Esse quadro 
hematoiogico denota um processo viral pela linfoci¬ 
tose com presen^a de linfocitos atipicos e pela trom¬ 
bocitopenia. Apos o resultado do hemograma, foram 
soiicitados os seguintes exames: sorologia para to- 
xoplasmose, mononudeose, pesquisa de anticorpo 
anti-Epstein-Barr e sorologia para CMV. A sorologia 
para CMV foi reagente e os demais exames nao rea- 
gentes. Ao exame clinico, a crian^a apresentava fe¬ 
bre, hepatoesplenomegaiia e perda de peso. 



Eritrocitos 

3.980.000 

/pL 



Hemoglobins 

10,3 

g/dL 



Volume globular 

30,1 

% 



VCM 

77,3 

fL 



HCM 

26,4 

P9 



CHCM 

34,2 

% 



Leucocitos 

25.000 

/pi 



Bastonetes 

09 

% 

2.250 

/pL 

Segmentados 

12 

% 

3.000 

/pL 

Neutrofilos 

21 

% 

5.250 

/pL 

Monocitos 

03 

% 

750 

/pL 

Linfocitos 

60 

% 

15.000 

/pL 

Linfocitos 

atipicos 

16 

% 

4.000 

/pL 

Plaquetas 

_ 1 



62.000 

/pL 


:: DENGUE 

Existem quatro tipos de virus causadores da den¬ 
gue, e todos tern como principal vetor o Aedes 
aegypti. A doen^a tern um periodo de incuba^ao 
que varia de 2 a 7 dias, com inicio subito, presen^a 
de febre (entre 39-40 °C), anorexia, dor de cabe^a, 
dor retro-orbital, dor nas costas, artralgia e forte 
mialgia. 1 ’ 2 Pode ocorrer adenopatia, nauseas, vo- 
mitos, sangramentos gastrintestinais, petequias e 
equimoses. 1 * 2 

A dengue hemorragica caracteriza-se por alte- 
ra^ao da integridade vascular e aumento da per- 
meabilidade vascular na microcircula^ao associa- 
da com trombocitopenia e disfun^ao plaquetaria, 
o que predispoe o paciente a hemorragias. 1 ’ 2 Pode 
ser desencadeado um quadro de coagula^ao intra¬ 
vascular disseminada com insuficiencia renal, e o 
paciente pode evoluir ao choque com comprome¬ 
timento do sistema nervoso central (encefalopa- 
tias, convulsoes e coma). 1 * 2 A manifesta^ao clinica 
desse quadro e a presen^a de petequias, mais bem 
observadas na regiao axilar, e proteinuria. 1 * 2 

O leucograma apresenta leucopenia com neu¬ 
tropenia a partir do segundo dia do inicio da fe¬ 
bre, podendo chegar a valores abaixo de 2.000 
leucocitos/pL. 1 * 2 A trombocitopenia e um achado 
laboratorial caracteristico e geralmente a conta- 
gem esta abaixo de 100.000 plaquetas/pL. 1 * 2 
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FEBREAMARELA 

A febre amarela e uma infec^ao viral aguda trans- 
mitida ao homem pelo mosquito Haemagogo e 
outros mosquitos selvagens; torna-se urbana (fe¬ 
bre amarela urbana) em areas em que existe o 
mosquito Aedes aegypti , que se contamina ao pi- 
car uma pessoa infectada e passa a transmitir a 
febre amarela . 1 ’ 2 

O periodo de incuba^ao e de 3 a 6 dias. As ma- 
nifesta 9 oes clinicas dao-se de modo subito e in- 
cluem febre entre 39 a 39,5°C, calafrios, rosto en- 
rijecido, olhos injetados, episodios de vomitos, 
nauseas, dores musculares, principalmente na 
panturrilha, prostra 9 ao, dor de cabe 9 a, irritabili- 
dade, ictericia, hematemese (vomito com sangue: 
vomito negro), petequias, epistaxe, melena, oligu¬ 
ria (diminu^ao do volume urinario) e anuria (su- 
pressao do volume urinario ). 1 - 2 O hemograma 
pode apresentar anemia em consequencia da he- 
morragia, leucopenia (numero de leucocitos em 
torno de 1.500-2.500 leucocitos/pL geralmente no 
quinto dia da doen 9 a), neutropenia e trombocito- 
penia . 1 - 2 O aumento do tempo de protrombina e 
do tempo de tromboplastina parcial ativada e a 
diminu^ao do fibrinogenio sugerem a instala 9 ao 
de coagula 9 ao intravascular disseminada . 1 - 2 

:: HEPATITE VIRAL 

A hepatite viral e uma infec 9 ao sistemica que afeta 
o tecido hepatico. Pode ser causada pelo virus da 
hepatite A (HVA), virus da hepatite B (HBV), vi¬ 
rus da hepatite C (HCV), virus da hepatite delta 
(HDV) e virus da hepatite E (HEV); com exce 9 ao 
do virus da hepatite B (DNA virus), os demais sao 
RNA virus . 1 - 2 A hepatite varia de uma forma as- 
sintomatica ate uma forma de infe 093.0 aguda ful- 
minante e fatal . 1 ’ 2 

A hepatite A apresenta um periodo de incuba- 
9 ao entre 15 a 45 dias, com replica 9 ao no tecido 
hepatico. E uma doen 9 a aguda que acomete crian- 
9 as e adultos j ovens e tern transmissao orofecal . 1 * 2 
E de gravidade leve, tern bom prognostico e nao se 
torna cronica. No final da fase de incuba 9 ao e no 
periodo pre-icterico, o virus e encontrado, alem 
do figado, na bile, nas fezes e no sangue . 1 ’ 2 Anti- 
corpos anti-HVA sao detectados durante a fase 
aguda da doen 9 a, quando as transaminases estao 
aumentadas . 1 ’ 2 

A hepatite B tern um periodo de incuba 9 ao en¬ 
tre 30 a 180 dias, com media em torno de 60 a 90 
dias. E insidiosa ou de instala 9 ao aguda e acomete 


adultos jovens e crian 9 as; ocasionalmente, a doen 9 a 
pode ser grave e fulminante em 0,1 a 1 % dos ca- 
sos . 1 ’ 2 A transmissao da-se por via sexual, percu- 
tanea e perinatal. Progride para a cronicidade em 
1 a 10 % dos casos em adultos; nos recem-nascidos, 
a cronicidade esta em torno de 90% dos casos. Apre¬ 
senta entre 0,1 a 30% de portadores, e o prognostico 
piora com a idade . 1 - 2 

A hepatite C tern um periodo de incuba 9 ao 
entre 15 a 160 dias, com media de 50 dias. E uma 
doen 9 a insidiosa que acomete qualquer faixa eta- 
ria, sendo mais comum entre adultos e fulminante 
em 0 , 1 % dos casos . 1 ’ 2 A cronicidade e comum (50- 
70 % das hepatites cronicas), e o prognostico des- 
favoravel . 1 ’ 2 

A hepatite D tern um periodo de incuba 9 ao 
entre 30 a 180 dias, com media em torno de 60 a 
90 dias. Instala-se de forma insidiosa ou aguda, 
acometendo qualquer faixa etaria, com transmis¬ 
sao percutanea, perinatal e sexual . 1 - 2 De gravidade 
ocasionalmente significativa, sendo fulminante 
em 5 a 20% dos casos, em 10% dos casos progride 
para a cronicidade, e de bom prognostico para a 
fase aguda, mas nao para a cronica . 1 ’ 2 

A hepatite E tern um periodo de incuba 9 ao en¬ 
tre 14 a 60 dias, com media em torno de 40 dias. E 
uma doen 9 a que se instala de forma aguda, aco¬ 
mete adultos jovens entre 20 a 40 anos, e em torno 
de 1 a 2 % dos casos e fulminante . 1 ’ 2 E transmitida 
via orofecal, nao progride para a cronicidade e e 
de bom prognostico . 1 ’ 2 

No periodo pre-icterico, o leucograma apre¬ 
senta leucopenia com neutropenia, podendo ou 
nao apresentar desvio nuclear a esquerda. No pe¬ 
riodo icterico, a leucopenia e substituida por leu- 
cocitose a custa de linfocitose; nessa fase, surgem 
os linfocitos atipicos, os quais variam muito em 
numero (pode ser superior a 40%) e morfologia . 1 - 2 
Na convalescen 9 a, o leucograma retorna aos ni- 
veis normals, mas os linfocitos atipicos podem 
persistir por 2 a 3 meses . 1 - 2 

:: MONONUCLEOSE INFECCIOSA 

A mononucleose infecciosa (MNI) tern como 
agente etiologico o virus Epstein-Barr (EBV), que 
foi descrito pela primeira vez por Epstein, Achong 
e Barr a partir de cultura de linfoblastos de pa- 
cientes com linfoma de Burkitt . 1 - 2 £ um virus da 
familia dos virus herpes que causa um processo 
infeccioso que pode ser primario ou latente . 4 E 
uma doen 9 a que ocorre normalmente na faixa 
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etaria entre 10 a 40 anos. Quando ocorre acima de 
40 anos, em geral e mais grave ; 3 e uma doen^a de 
evolu^ao benigna na maloria dos casos, podendo 
apresentar complicates serias. 

A infec^ao primaria inicia pela orofaringe, onde 
as celulas da mucosa epitelial ou os linfocitos B tor- 
nam-se infectados . 4 O virus liga-se aos receptores 
dos linfocitos B (CD 21 e C3d = receptor do com- 
plemento ), 4 seu material genetico penetra a celula 
e localiza-se no locus do gene para o complexo 
maior de histocompatibilidade . 3 Durante a pri- 
meira semana de instala^ao da doeni;a, ocorre a 
proliferate de linfocitos B infectados pelo virus 3 
e proliferate da particula viral, que infecta ou- 
tras celulas e e secretada na saliva . 4 Durante a in- 
fec^ao primaria, o virus torna-se latente dentro 
dos linfocitos B, latencia que pode perdurar du¬ 
rante varios anos . 4 Os linfocitos T helper , em fun- 
9&0 dos linfocitos B infectados, estimulam linfoci¬ 
tos B normais a produzirem imunoglobulinas 
especificas . 3 A produ^ao de anticorpos ativa linfo¬ 
citos T, fazendo com que eles retornem a forma 
blastica, proliferem e adquiram o potencial citoto- 
xico; o aparecimento de linfocitos atipicos (linfo¬ 
citos T ativados = potencial citotoxico) reflete a 
ativa to dos linfocitos T . 3 A produ^ao de anticor¬ 
pos contra proteinas da membrana viral impede a 
prolifera^ao viral, mas a resposta celular imune 
(linfocitos T) e essencial para controlar a infec^ao 
primaria e latente pelo EBV . 4 Geralmente, a conta¬ 
minate 1 se da via portador do virus EB e nao a 
partir do paciente com infec^ao aguda . 1 - 2 

Pessoas com o sistema imunologico normal 
conseguem parar a prolifer a to de linfocitos B in¬ 
fectados e debelar a doen 9 a. Pessoas com alguma 
doen^a imunologica ou imunodeprimidas podem 
apresentar as complicates da doen^a: pneumoni- 
te, meningoencefalite, pericardite e hepatite, to- 
das complicates correlacionadas com infiltra^ao 
linfocitica . 3 Obstru^ao das vias aereas por aumen- 
to do tecido linfoide da faringe e ruptura do ba^o, 
quando a esplenomegalia esta presente, podem 
ocorrer como outras complicates clinicas . 3 

Nos primeiros dias do inicio da doen 9 a, o leu- 
cograma apresenta leucopenia a custas de neutro¬ 
penia e linfopenia, mas, ao final da primeira se¬ 
mana, a leucopenia e substituida por um quadro 
de leucocitose (geralmente entre 10 . 000 - 20.000 
leucocitos/microlitro em 60-70% dos pacientes; 
em 15% dos pacientes, a leucocitose pode ser supe¬ 
rior 20.000 leucocitos/microlitro) com linfocitose 


(geralmente acima de 5.000 linfocitos/microlitro) 
e com mais de 20 % de linfocitos atipicos; as tres 
morfologias de linfocitos atipicos sao vistas com 
predominio da morfologia monocitoide . 3 Os lin¬ 
focitos atipicos sao vistos no sangue 4 ou 5 dias 
apos o inicio da doen^a e podem persistir ate 30 
dias; uma contagem de linfocitos atipicos de 40% 
ou mais e fortemente sugestiva de MNI . 3 Pode 
ocorrer monocitose e eosinofilia (explicada pela 
produ^ao de IL-5 pelos linfocitos). As complica¬ 
tes hematologicas incluem anemia, neutropenia, 
trombocitopenia e raramente anemia aplastica . 4 
Anemia hemolitica de causa imunologica ocorre 
em 3% dos pacientes, com inicio nas duas primei- 
ras semanas da doen 9 a, deixando de se manifestar 
dentro de 1 a 2 meses; o teste de Coombs direto e 
positivo . 4 A neutropenia e discreta e nao esta asso- 
ciada com processos infecciosos; e um achado co¬ 
mum nas primeiras quatro semanas da doen 9 a . 4 A 
trombocitopenia geralmente e discreta, com a 
contagem de plaquetas variando entre 50.000 a 
150.000 plaquetas/microlitro, esta presente nas 
duas primeiras semanas da doen 9 a, e os valores da 
contagem plaquetaria retornam ao normal dentro 
de dois meses . 4 A trombocitopenia aparentemente 
ocorre por causa secundaria, pela a 9 ao de anticor¬ 
pos antiplaquetarios ou pelo hiperesplenismo, 
porque a medula mostra numero normal ou au- 
mentado de megacariocitos . 4 

:: SINDROME DE 1MUNODEFICIENC1A 
ADQUIRIDA 

A sindrome da imunodeficiencia adquirida (Aids) 
e uma infec 9 ao causada pelo HIV, um retrovirus 
que induz uma infec 9 ao celular cronica, a qual e 
caracterizada por longos periodos de latencia. Ele 
pode ser transmitido pelo contato sexual, pelo uso 
de drogas endovenosas, em transfusoes sangui- 
neas ou uso de hemoderivados e na expos^ao 
perinatal . 1 ’ 2 

Todas as celulas que expressam CD4 (linfoci¬ 
tos T helper, monocitos, macrofagos, celulas de 
Langerhan’s, celulas dendriticas, megacariocitos e 
celulas timicas) sao suscetiveis de se infectarem 
pelo HIV, porque o CD4 e um receptor para o vi¬ 
rus . 1 - 2 Uma vez ligado ao CD4, o virus incorpora 
seu envelope a membrana citoplasmatica da celula 
hospedeira, internalizando o nucleocapsideo. O 
RNA viral, por a 9 ao da transcriptase reversa e da 
DNA polimerase, faz uma dupla fita de cDNA 
(pro-virus), que se integra ao genoma celular. 
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Posteriormente a integra^ao, a replica^ao viral 
pode ser iniciada ou ficar em forma latente. 1 - 2 

A infect^ao pelo HIV resulta em uma regula^ao 
alterada do sistema imunologico, com deple^ao dos 
linfocitos T CD4+, defeitos na imunidade humo¬ 
ral e diminui^ao da atividade dos linfocitos T NK 
(i natural killer). 1 ’ 2 Os macrofagos passam a ser os 
reservatorios do HIV. Os defeitos na imunidade 
humoral levam a produ^ao de anticorpos autoi- 
munes, predispondo o paciente a um risco au- 
mentado de linfomas e de produ^ao de anticor¬ 
pos contra eritrocitos, neutrofilos, linfocitos e 
plaquetas. 1 - 2 

A neutropenia ocorre em cerca de 10% dos pa- 
cientes assintomaticos e, na fase inicial da doen^a e 
em cerca de 50% dos pacientes com a sindrome da 
imunodeficiencia associada ao HIV. 1 - 2 A CFU-GM 
(unidade formadora de colonias de macrofagos e 
granulocitos, do ingles colony forming unit for 
granulocytes and macrophage ) esta diminuida, 
com consequente diminui^ao na produ^ao de mo¬ 
nocitos, macrofagos e neutrofilos. 1 - 2 O G-CSF (fa- 
tor estimulante de colonias de granulocitos, do 
ingles granulocyte colony stimulating factor) tam- 
bem esta diminuido, contribuindo para a dimi- 
nui^ao do numero de neutrofilos. 1 - 2 Alem da neu¬ 
tropenia, ocorre uma diminuujao na fun^ao dos 
neutrofilos e monocitos. Quando o numero de 
neutrofilos esta abaixo de 1.000 neutrofilos/mi- 
crolitro, o risco de infec^oes bacterianas aumenta 
em 2 a 3 vezes; quando esta abaixo de 500 neutro- 
filos/microlitro, o risco e de 7 a 9 vezes. 1 - 2 A infec- 
^ao bacteriana instala-se 24 horas apos o inicio da 
neutropenia em 24% dos pacientes. 1 - 2 

A trombocitopenia ocorre em torno de 40% dos 
pacientes e, em 10%, e o primeiro sinal da doen^a. A 
queda no numero de plaquetas da-se pelo aumen- 
to da destrui^ao plaquetaria via fagocitose pelos 
macrofagos do ba$o (devido a produ^ao de anti¬ 
corpos antiplaquetarios) e pelo fato de o HIV in- 
fectar os megacariocitos. 1 * 2 


ANOMALIAS LEUCOCITARIAS 


:: ANOMALIA DE PELGER-HUET 

E uma anomalia benigna, de heran^a autossomica 
dominante com uma frequencia de 1 afetado a cada 
6 mil nascimentos que tern como caracteristica a 
falta de diferencia^ao final dos neutrofilos 14 que, 
morfologicamente, apresentam uma diminuilfao 
na segmenta 9 ao do nucleo. Nos heterozigotos, o 


nucleo apresenta-se com dois lobulos, mais arre- 
dondados que o normal e em forma de oculos ou 
pince-nez e tambem em forma de halteres ou 
amendoins, com acentuada condensa^ao cromati- 
nica. 1 - 2 No hemograma dos heterozigotos, encon- 
tra-se um aparente desvio nuclear a esquerda dos 
neutrofilos. 1 - 2 Nos homozigotos, os neutrofilos 
apresentam nucleos ovais ou redondos, excentri- 
cos e com cromatina mais condensada, lembran- 
do morfologicamente um mielocito ou metamie- 
locito. 1 - 2 A forma adquirida da anomalia de 
Pelger-Hiiet (denominada por alguns autores 
como pseudo-Pelger) 4 pode ocorrer no curso de 
infec 9 oes agudas, 4 leucemia mieloide cronica 4 e 
mielofibrose 1 - 2 - 4 e na vigencia de medicamentos 
como colchicina, 4 sulfonamidas, 4 ibuprofeno, 4 ta- 
xoides 4 e valproatos 4 Ocasionalmente, pode ser 
observada apos quimioterapia. 1 - 2 

£ muito importante fazer a distin^ao entre um 
verdadeiro desvio nuclear a esquerda, observado, 
por exemplo, em um quadro infeccioso, e um des¬ 
vio nuclear a esquerda devido a anomalia de Pel¬ 
ger-Hiiet, uma vez que nesta o desvio a esquerda e 
desprovido de signiflcado clinico. 1 - 2 A Figura 10.2 
mostra fotos de neutrofilos com anomalia de Pel¬ 
ger-Hiiet. 

:: SINDROME DE CHEDIAK-HIGASHI 

E uma sindrome rara, de heran^a autossomica re- 
cessiva, que se caracteriza pela presen^a de lisos- 
somos gigantes nos leucocitos e em outras celulas 
do organismo. 4 Os neutrofilos apresentam granu- 
los grandes resultantes da fusao de granulates 
primarias e secundarias. Esses granulos sao mais 
proeminentes na medula ossea que no sangue pe- 
riferico devido a destrui^ao intramedular de pre- 
cursores mieloide s. 4 Em fun^ao dessa destrui^ao, 
o paciente apresenta um numero de neutrofilos 
que varia entre 500 a 2.000 neutrofilos/microli- 
tro. 4 Alem da neutropenia, os granulos sao defi- 
cientes em substancias antimicrobianas, o que 
predispoe o paciente a infec^es bacterianas de 
recorrencia e, muitas vezes, fatais. 4 Os monocitos, 
macrofagos, linfocitos e eosinofilos mostram gra¬ 
nulos gigantes no citoplasma e ha perda de fun^ao 
dessas celulas, perda da capacidade de fagocitose 
nos monocitos e macrofagos e perda da capacida¬ 
de citotoxica dos linfocitos T e NK. 4 As plaquetas 
apresentam uma incapacidadede de armazenar 
adenosina difosfato (ADP) e serotonina, acarre- 
tando uma deficencia na agrega^ao plaquetaria e 
predispondo o paciente a sangramentos. 4 
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A forma homozigota apresenta urn quadro cli- 
nico grave, praticamente incompatlvel com a vida, 
devido a grande suscetibilidade as infec^oes bac- 
terianas. 1 ’ 2 Na forma heterozigota, a presen^a des- 
sas granulates esta associada, muitas vezes, a 
consanguinidade entre os pais do paciente, alem 
de albinismo parcial ou total, adeno-hepatoesple- 
nomegalia e manifesta^oes neurologicas varia- 
veisA 2 O diagnostico dessa sindrome e feito pela 
visualiza^ao de granulos gigantes (granulos lisos- 
somais peroxidase-positivos) nos leucocitos san- 
guineos e nas celulas mieloides da medula ossea. 4 


E possivel fazer o diagnostico pre-natal porque os 
amniocitos e as celulas da vilosidade corionica 
exibem os mesmos granulos. 4 A Figura 10.3 mos- 
tra fotos de leucocitos com a sindrome de Che- 
diak-Higashi. 



FIGURA 10,3 Leucocitos com a sindrome de 
Chediak-Higashi. 


:: ANOMALIA DE MAY-HEGGLIN 

A anomalia de May-Hegglin tambem recebe a de- 
nomina^ao de trombocitopenia familiar associa¬ 
da com inclusoes leucocitarias 4 , e o padrao de 
heran^a e autossomico dominante. 5 A tromboci¬ 
topenia varia de discreta a moderada e esta asso¬ 
ciada a presen^a de plaquetas gigantes, cujo ta- 
manho varia entre 30 a 80 fL. Apesar dessa 
caracteristica morfologica, as plaquetas sao fun- 
cionais, o aumento do tempo de sangramento 
esta associado a intensidade da trombocitopenia 4 , 
e a possibilidade de o paciente sangrar tambem e 
proporcional a intensidade da trombocitopenia. 5 
As inclusoes leucocitarias estao presentes nos 
neutrofilos, eosinofilos, basofilos e, mais rara- 
mente, nos monocitos 4 e caracterizam-se por 
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serem granulates grand.es e acinzentadas, que 
lembram corpusculos de Dohle. 1 ’ 2 ’ 4 Sao estrutu- 
ras relacionadas com os ribossomos e sao en- 
contradas nos neutrofilos, eosinofilos, basofilos 
e monocitos. A Figura 10.4 mostra fotos de leu¬ 
cocitos com a anomalia de May-Hegglin. 

:: ANOMALIA DE ALDER-REILLY 

A anomalia de Alder-Reilly e uma mucopolissaca- 
ridose 6 que tern como caracteristica morfologica a 
presenga de granulos vermelho-escuros ou purpu¬ 
ra, que lembram granulates toxicas, nos neutrofi¬ 
los, eosinofilos, basofilos, monocitos e, raramente, 
nos linfocitos. 1 ’ 2 E herdada de modo autossomico 
recessivo 7 e nao esta correlacionada com alteragao 
da fungao leucocitaria 7 ’ 8 . A Figura 10.5 mostra fo¬ 
tos de leucocitos com anomalia de Alder-Reilly. 



FIGURA 10.4 Leucocitos com a sindrome 
de May-Hegglin. 



FIGURA 10.5 Leucocitos com anomalia de Alder-Reilly. 
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NEOPLASIAS HEMATOL6GICAS 
LEUCEMIAS E LINFOMAS 




oncogEnese 


O numero normal de cromossomos de uma celula (cariotipo) e 46 (diploidia). 
Situa^oes em que o numero de cromossomos e anormal sao denominadas de 
aneuploidias, sendo hipoploidia uma diminui^ao e hiperploidia um aumento 
nesse numero. As altera^oes cromossomicas podem ainda ser classificadas em 
numericas ou estruturais. 1 - 2 

As altera 9 oes numericas sao representadas pela perda ou ganho no numero 
de cromossomos. Por exemplo, uma linhagem celular com uma perda de um 
cromossomo 8 tera um cariotipo 45, XY ou XX, -8, ou seja, uma monossomia 
desse cromossomo e, no caso de um ganho, caracterizara uma trissomia, deter- 
minando um cariotipo do tipo 47, XY ou XX, +8. Podem ocorrer monossomia ou 
trissomia em mais de um tipo de cromossomo. 1 ’ 2 

As altera^oes estruturais sao representadas pela perda de parte de um cro¬ 
mossomo (dele^ao), pela troca de segmentos entre dois cromossomos (transloca- 
9 ao) ou pelo ganho de um segmento cromossomico (adiipao). Essas altera^oes sao 
representadas, por exemplo: del(8q) - dele^ao no bra 90 longo do cromossomo 8; 
del(5)(ql3a33) - dele^ao no bra^o longo do cromossomo 5, entre as regioes 13 e 
33; t(9;22)(q34;qll) - transloca^ao entre os bravos longos dos cromossomos 9 e 
22 , nas posi^oes 34 e 11; 14q+ - aumento do bra^o longo do cromossomo 14. Os 
efeitos resultantes dessas altera^oes sao entendidos, atualmente, como ativa^ao 
de oncogenes nas translocates e aumento e diminui^ao de material genetico 
nas adi^oes e dekkoes, respectivamente. 1 - 2 

Nas ultimas decadas, grandes avan 90 s tern sido alcan 9 ados no entendimento 
de tumores, entre os quais o de que a carcinogenese e compreendida como um 
processo de multiplas etapas, em que uma sucessao de eventos ordenados ene- 
cessaria, determinando tres fases de evolu 9 ao, denominadas de inicia9ao, pro- 
mo9ao e progressao. Esse processo envolve, de forma geral, diretamente, altera- 
9 oes mutagenicas, principalmente em genes com fun 9 oes de estimulo e de 
controle dos mecanismos fisiologicos de prolifera 9 ao, matura 9 ao e diferencia 9 ao 
celular, denominados de proto-oncogenes e genes supressores de tumor, respec- 
tivamente. Como consequencia, perda do controle ou estimulos proliferativos 
anormais estarao presentes nas celulas mutadas e serao os responsaveis pelo de- 
senvolvimento da massa tumoral. 1 ’ 2 

A iniciato e compreendida como o primeiro passo para o desenvolvimento 
neoplasico; nessa fase, ocorre a muta 9 ao genica e de forma irreversivel, nao no 
sentido de evolu 9 ao para as fases seguintes, pois esse fato podera ou nao ocorrer, 
mas no sentido de que uma celula mutada permanecera sempre como tal. A fase 
da promo 9 ao e dependente de agentes promotores envolvidos no processo de 
prolifera 9 ao clonal, os quais, geralmente, nao possuem capacidade de inicia 9 ao, 
embora isso seja possivel e, quando isso ocorre, sao denominados de 
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carcinogenos completos. Muitos agentes promo- 
tores sao os proprios elementos biologicos, entre 
os quais fatores de crescimento, hormonios e 
citocinas. A fase da progressao esta associada ao 
desenvolvimento tumoral propriamente dito, 
incluindo a presen^a de novas muta^oes e conse- 
quentes sub clones tumorais . 1 ’ 2 

:: PROTO-ONCOGENES E ONCOGENES 

Os genes mais comuns envolvidos com o desen¬ 
volvimento de tumores sao os proto-oncogenes e 
os genes supressores de tumores, sendo que os 
proto-oncogenes estao envolvidos com os proces- 
sos de estimulo e controle do ciclo celular, e os su¬ 
pressores de tumores, com os mecanismos de re- 
paro do DNA . 3 Proto- oncogenes mutados sao 
denominados de oncogenes. Os oncogenes foram 
descritos pela primeira vez em virus que causam 
doen 9 as malignas em animais; o primeiro virus 
descrito foi o virus do sarcoma de Rous, causador 
de sarcoma em aves, o qual recebeu a sigla SRC. 14 
Na decada de 1970, foi descoberto que a origem 
desses genes (proto-oncogenes) era de celulas nor- 
mais de eucariontes (mamiferos) e que esses genes 
sao altamente preservados na escala evolutiva pelo 
fato de controlarem fun 9 oes celulares importan- 
tes, como a divisao celular, a matura^ao e a inibi- 
9 ao do desenvolvimento de tumores. Na decada de 
1980, com o desenvolvimento das tecnicas de hi- 
bridiza^ao, foi possivel saber a localiza^ao cro¬ 
mossomica desses genes 2 4 (Tabela 11 . 1 ). Os onco¬ 
genes, na sua grande maioria, sao oriundos de 
muta^oes somaticas causadas por muta^oes de 


ponto, translocates cromossomicas, deletes e 
amplifica^ao genica. Nas neoplasias hematologi- 
cas, as alterates provocadas por quebras cromos¬ 
somicas sao as causas mais comuns, principal- 
mente as translocates, as quais produzem 
rearranjos com modificates nas sequencias ori¬ 
ginals das bases nitrogenadas, produzindo, dessa 
forma, proteinas modificadas (oncoproteinas). As 
oncoproteinas acabam desencadeando desvios 
funcionais, tais como aumento, diminui^ao, perda 
ou mesmo inversao da capacidade funcional ou, as 
vezes, modifica^ao completa da sua fun^ao. Um 
exemplo caracteristico e a translocato que ocorre 
na leucemia pro-mielocitica aguda, entre o cro- 
mossomo 15 e o 17, t(15;17). Essa transloca^ao faz 
com que seja produzido um receptor do acido reti- 
noico com distribui^ao celular anormal, tendo 
como consequencia a inibi^ao da matura^ao dos 
pro-mielocitos, levando a que todos os precurso¬ 
rs granulociticos permane^am nesse estagio de 
matura^ao . 3 Outro exemplo caracteristico, e que 
foi a primeira translocato relacionada com o de¬ 
senvolvimento de leucemia, e a translocato que 
ocorre na leucemia mieloide cronica, entre os bra- 
90 s longos dos cromossomos 9 e 22, t(9;22) 
(q34;qll). Habitualmente, o local de quebra no 
bra 90 longo do cromossomo 9 acontece na pos^ao 
34, onde existe um proto-oncogene denominado 
de ABL, o qual, apos a quebra cromossomica, e in- 
corporado ao bra 90 longo do cromossomo 22 , na 
regiao 11 , juntamente com outro gene que fica 
nessa pos^ao chamado BCR. A jun 9 ao desses dois 
genes (BCR-ABL) tern como produto uma proteina 


TABELA 11.1 Alguns oncogenes envolvidos com neoplasias hematologicas, sua 
e associagao com neo] 



cromossomica, 



"1930 . 



ONCOGENE 

L0CALIZA9A0 

CROMOSSOMICA 

FUN9A0 

ASS0CIA9A0 COM 
NEOPLASIAS 

ABL (virus da leucemia murina de Abelson) 

9q34.1 

Tirosinoquinase 

Neoplasias linfoides e mieloides 

ERG (virus da eritroblastose aviaria) 

21q22.3 

Fator de transcribe! 0 

Leucemia mieloide aguda 

FGR {virus do sarcoma felino de Gardner- 
Rasheed} 

1p36-p36.1 

Tirosinoquinase 

Leucemias mieloides 

KIT (virus do sarcoma felino de Hardy- 
Zuckerman) 

4p11-p12 

Receptor de tirosinoquinase 

Leucemia mieloide aguda 

MYB (virus da mieloblastose aviaria) 

6q22-q23 

Fator de transcri^ao 

Neoplasias hematologicas 

MYC (virus do mielocitoma) 

8q24.12-q24.13 

Fator de transcribed 

Neoplasias linfoides e mieloides 

RAR (receptor do acido retinoico) 

17q12 

Fator de transcribed 

Leucemia pro-mielocitica aguda 

RA5 (virus do sarcoma de Harvey) 

Varias 

Proteina G 

Neoplasias mieloides 

SRC (virus do sarcoma de Rous) 

20q11.2-q12 

Tirosinoquinase 

Linfomas 
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(oncoproteina) quimerica com fungao de tirosino- 
quinase, ou seja, ativadora de sinal de transdugao 
celular citoplasmatico, de modo diferente daquela 
produzida normalmente e com capacidade fun- 
cional muito exacerbada. 5 Isso desencadeia uma 
prolifer agao clonal intensa dessas celulas, o que 
caracteriza esse tipo de leucemia, a hipercelulari- 
dade (leucocitose) extrema (Figura 11.1). Mais de 
uma centena de oncogenes ja foram descritos na 
liter atura, e a maioria deles esta envoivida com a 
patogenese e o desenvolvimento de tumores, prin- 
cipalmente nas neoplasias hematologicas. 5 


Cromossomo 
normal 
9 


C - 




Traslocagao 
cromossomica 
9q+ 


FIGURA 11.1 Esquema 
leucemia mieloide cronica. 
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Os genes supressores de tumor sao genes que 
controlam o processo de proliferagao celular, 
principalmente durante o ciclo celular, fungoes 
que sao essenciais para a manutengao da integri- 
dade do genoma. Quando mutagoes somaticas 
acarretam a perda funcional desses genes, a capa¬ 
cidade de reparagao do dano ou de indugao dessa 
celula para apoptose e perdida. 3 

Atualmente, pressupostos tern demonstrado 
que os tecidos, de forma geral, sao organizados de 
maneira que o acumulo progressive de mutagoes 
nas celulas seja minimizado. Esse fato e compreen- 
dido quando se observa que a maior parte da ati- 
vidade mitotica dos tecidos e, por conseguinte, 
maior exposigao as mutagoes, pertence as celulas 
chamadas de amplificadoras transitorias, que ser- 
vem como intermediarias entre uma celula-tron- 
co e seus descendentes diferenciados e nao as ce¬ 
lulas-tronco propriamente ditas. Esse mecanismo 


existe para que alteragoes genomicas sejam 
perdidas ou descartadas, levando-se em conta que 
as celulas amplificadoras transitorias, apos suces- 
sivas divisoes, entram em um estado pos-mitotico 
altamente diferenciado, evoluindo para morte ce¬ 
lular e dificultando a tumorogenese. Diferente - 
mente, as celulas-tronco que, embora estejam re- 
presentadas quantitativamente em um numero 
muito inferior, aproximadamente 0,1 a 1% da po- 
pulagao celular total (valor esse estimativo e nao 
de observagao direta), estao fortemente relaciona- 
das com o desenvolvimento de tumores. Duas ca- 
racteristicas presentes nas celulas-tronco estao 
relacionadas com esse envoivimento: capacidade 
de autorrenovagao, que permite a manutengao do 
numero de celulas desse compartimento e que 
compreende estado mitotico permanente, e tempo 
de meia-vida extremamente longo. Esses dois fa- 
tores possibilitam a permanencia de mutagoes ge- 
nicas nas celulas, bem como a passagem dessas 
mutagoes para as celulas-filhas 1 (Figura 11.2). 



FIGURA 11.2 Organizagao proliferativa, 
maturagao e diferenciagao de celulas-tronco. 

(A) Compartimento de celulas-tronco. (B) Celulas 
amplificadoras transitorias. Mitoses frequentes. 

(C) Celulas pos-mitoticas altamente diferenciadas. 
Exposigao a agentes mutagenicos. (D) Morte celular. 
(E) Processo assimetrico de divisao de celulas- 
-tronco, onde uma celula-filha se diferencia e a outra 
retorna para repor a celula-mae. 


Fonte: Adaptada de Weinberg . 1 

A analise de diversos tipos de leucemias cor- 
roborou para o entendimento de que os alvos 
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principals da carcinogenese nos tecidos sao as 
celulas-tronco. Esse fato foi exaustivamente de- 
monstrado, principalmente na leucemia mieloide 
cronica (LMC) que, em 95% dos casos, a causa e a 
translocate entre os bravos longos dos cromos- 
somos 9 e 22, t(9:22)(q34;qll), tambem denomina- 
do de cromossomo Filadelfia (Phi). Essa muta^o 
esta presente tanto nas celulas da linhagem mie¬ 
loide quanto nas celulas das demais linhagens 
(precursores eritroides, plaquetarios e em linfoci- 
tos T e B). Essas varias linhas de evidencias con¬ 
vergent para a conclusao de que as celulas com 
capacidade de autorrenova^o sao os principals 
alvos para as muta^oes genicas e que poderao, 
mais tarde, levar a forma^ao de tumores. Podem 
ser tanto celulas-tronco com capacidade ilimitada 
de autor renova to ou celulas progenitor as ja com- 
prometidas e com capacidade de autorrenova^ao 
limitada. Esses tip os celulares sao os mais comuns 
na hematopoiese. Outro fator importante dentro 
desse entendimento de prevent ao de acumulos de 
danos geneticos nas celulas-tronco e tumorogene- 
se e a aloca^ao assimetrica da fita de DNA, pois as 
celulas-filhas que permanecerao como celulas- 
-tronco mantem a fita de DNA conservada, ao 
passo que aquelas celulas-filhas que entrarao nas 
vias de diferencia^ao terao como genoma as fitas 
de DNA nao conservadas 1 (Figura 11.3). 



FIGURA It.3 Mecanismo de conservato da fita 
de DNA em ceiulas-tronco (em azul), as quais 
permanecerao nesse compartimento. Observar a fita 
de DNA nao conservada nas celulas-filhas (celulas 
amplificadoras transitorias) que evoluirao para 
diferenciato (em verde). 


Fita 

conservada 


Fita 

nao conservada 


Celula-tronco 


Celulas-tronco 


Fonte: Weinberg . 1 


Em rela^ao as neoplasias malignas hematolo- 
gicas, essas sao doen^as clonais que se originam 
de uma unica celula mutada na medula ossea ou 
no tecido linfoide periferico. Representam aproxi- 
madamente 7 a 9% das doen^as malignas, cujos 
aspectos geneticos, geograficos e ambientais sao 
fatores determinantes para sua ocorrencia (Figu¬ 
ra 11.4). Polimorfismos ou fatores herdados pre¬ 
sente s em algumas doen$as geneticas, como sin- 
drome de Down, ataxia-teleangiectasia e anemia 
de Fanconi, entre outras, aumentam potencial- 
mente a possibilidade de desenvolvimento de leu- 
cemias. Entre os fatores ambientais, a exposi^ao a 
agentes quimicos, incluindo farmacos e radiato 
ionizante, e considerada a principal causa de neo¬ 
plasias hematologicas. O carater leucemogenico 
das radiances ionizantes foi evidenciado, de forma 
inequivoca, apos a Segunda Guerra Mundial, pela 
elevada incidencia de to dos os tipos de leucemias, 
exceto a leucemia linfocftica cronica (LLC), nos 
sobreviventes das cidades de Hiroshima e Naga¬ 
saki, apos a explosao das bombas atomicas. 
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FIGURA 11.4 Relagao das neoplasias 
hematologicas com as demais neoplasias. 


Fonte: Smith e colaboradores . 6 
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Embora se saiba que a base da implanta^ao e do 
desenvolvimento das neoplasias hematologicas 
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seja a medula ossea, e importante salientar que os 
primeiros sinais e evidencias desse grupo de pato- 
logias sao observados, rotineiramente, no hemo- 
grama, ou seja, na avaliagao hematologica do san- 
gue periferico e nao diretamente no exame da 
medula ossea. Isso demonstra de forma inequivo- 
ca a importancia do hemograma na pratica clinica 
diaria e, por consequencia, o papel insubstituivel 
do lab oratorio clinico nessa abordagem. 

Por ser o sangue periferico um reflexo direto 
do status em que a medula ossea se encontra, quan¬ 
to a quantidade e ao predomlnio de celulas hemato- 
poieticas, o conhecimento adequado da composi- 
gao, do predomlnio celular e da relagao quantitativa 
entre as celulas sanguineas na medula ossea sao 
conhecimentos fundamentals e necessarios para a 
interpretagao e o entendimento dessas alteragoes e 
sua correlagao com as neoplasias hematologicas, 
bem como para o diagnostico diferencial de situa¬ 
tes benignas ou simplesmente reativas. 

Levando-se em consideragao a analise da 
composigao da medula ossea, duas informates 
sao importantes: a primeira delas e o estado com¬ 
parative entre a quantidade de tecido hematopoi¬ 
etico e o tecido de sustentagao (tecido conectivo e 
principalmente tecido adiposo) e a segunda e a 
distribuigao e prevalencia entre as celulas hemato- 
poieticas. Quando se compara a quantidade de 
tecido hematopoietico e tecido gorduroso em uma 
medula ossea normal, deve existir um equilibrio 
entre ambos, ou seja, uma relagao aproximada- 
mente de 1:1 (50% tecido hematopoietico: 50% te¬ 
cido gorduroso), caracterizando uma situagao de- 
nominada de medula ossea normocelular/ 
normoplasica (Figura 11.5). Em situates de doen- 
9 as neoplasicas, desvios dessa rela^ao estarao pre- 
sentes, estabelecendo, na grande maioria das ve- 
zes, o possivel diagnostico, como nas neoplasias 
mieloproliferativas (NMP) e nas leucemias, quan¬ 
do ocorrera um predominio, embora variavel, do 
tecido hematopoietico, caracterizando uma hiper- 
celularidade das celulas sanguineas e determinan- 
do o que se chama de medula ossea hipercelular 
ou hiperplasica (Figura 11 . 6 ). Uma diminui^ao 
do tecido hematopoietico ou aumento, principal¬ 
mente do tecido conectivo/adiposo, determina 
uma medula ossea hipoceiular ou hipoplasica (Fi¬ 
gura 11.7), a qual esta associada normalmente a 
doen^as com deficit de produ^ao de celulas 
sanguineas, quer por deficiencia direta de produ- 
9 ao, tratamento por quimioterapia ou invasao da 


medula ossea por outras neoplasias de origem nao 
hematologica, como metastases osseas causadas 
por tumores solidos. 



FIGURA 11.5 Medula ossea normocelular. 
Observar a distribuigao homogenea e equitativa 
entre o tecido hematopoietico (seta preta) e o tecido 
adiposo (seta vermelha). Biopsia de mediula ossea. 
(Coloragao Hematoxilina-Eosina [HE]) 



FIGURA 11.6 Predominio evidente de celulas 
hematopoieticas. Raras celulas adiposas presentes. 
Biopsia de medula ossea. (Coloragao HE) 



FIGURA 11.7 Medula ossea hipoceiular. Observar 
o predominio de tecido conectivo, com pouco tecido 
hematopoietico. Biopsia de medula ossea. 

(Coloragao HE) 
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No entanto, a analise da distribui^ao e da pre- 
Valencia celular possui uma rela^ao mais direta e 
especifica na identifica^ao da causa ou da doen^a 
propriamente dita, pois demonstra, de forma indi¬ 
vidual e comparativa, as linhagens celulares pre- 
sentes e prevalentes, bem como o desap arecimento 
de alguma linhagem, caso seja essa a situa^ao. 
Dessa forma, em uma medula os sea normal e en- 
tre as celulas sanguineas nucleadas, consideran- 
do-se as tres linhagens (eritroide, leucocitaria e 
plaquetaria) e todas as fases de matura^ao e dife- 
rencia^ao, ha um predominio de precursores mie- 
loides ou granulodticos (principalmente neutrofi- 
los - pro-mielocitos, mielocitos, metamielocitos, 
bastonetes, segmentados - tambem predominan- 
do entre essas celulas as mais maduras) em torno 
de 60 a 70% do total. Em segundo lugar, aparecem 
os precursores eritroides nucleados (pro-eritro- 
blastos, eritroblastos basofilos, eritroblastos poli- 
cromatofilos, eritroblastos ortocromaticos/picno- 
ticos) em um percentual em torno de 20 a 30%. Em 
terceiro lugar, com aproximadamente 10 % do to¬ 
tal, aparecem as demais celulas e nao nominadas 
anteriormente, tais como blastos, linfocitos, plas- 
mocitos e monocitos (Figura 11 . 8 ). Observando- 
-se a prevalencia celular descrita anteriormente, 
pode-se estabelecer que as principais celulas que 
compoem quantitativamente a medula ossea sao 
os precursores mieloides (principalmente os neu- 
trofilos) e os precursores eritroides (eritroblastos) 
em uma propor^ao que varia, aproximadamente, 
de 1:2,5 ate 1:5. A presen^a de varia^des tanto para 
a direita quanto para a esquerda determina asso¬ 
ciates e specific as com doen^as neopla sicas he¬ 
matologic as ou nao, que comprometem a medula 
ossea. Nas NMPs, havera um aumento da rela^ao 
para a direita, e o tipo de celula envolvido determi- 
nara a doen 9 a em questao. Nas anemias hemoliti- 
cas em que o desvio para a esquerda esta presente. 



podera haver uma inversao da relaipao. Ainda se- 
guindo esse raciocinio logico, o aumento do per¬ 
centual de outras celulas, como linfocitos, blastos 
e plasmocitos, esta relacionado com leucemia lin- 
focitica cronica (LLC), aguda e mieloma multiplo, 
respectivamente. 

A etiologia e apresenta^oes clinica e laborato- 
rial das hemopatias malignas sao muito heteroge- 
neas, determinando situa^oes diversas de achados 
no diagnostico, tratamento e prognostico. Para 
uma facilita^ao do entendimento da origem, da 
apresenta^ao e do comportamento dessas doen- 
^as, faz-se necessaria uma classifica^ao. As classi- 
fica 9 oes mais aceitas sao aquelas que se baseiam 
nos criterios utiiizados pela Revised European- 
-American Lynphoma Classification (REAL) para 
as neoplasias linfoides; pelo grupo de coopera 9 ao 
franco-americano-britanico, denominada de 
classifica 9 ao FAB (French-American-British Coo¬ 
perative Group Classification) para as leucemias 
agudas e sindromes mielodisplasicas (SMD) e o 
guideline utilizado pelo Grupo de Estudos para 
Policitemia Vera (Polycythemia Vera Study Group 
- PVSG) para as neoplasias mieloproliferativas. 

Em 2008, baseado nos estudos de revisao de 
2001 - 2002 ,3 a e 4 a ed^oes, a Organiza 9 ao Mundial 
da Saude (OMS), em colabora 9 ao com a Society 
for Hemopathology e com a European Association 
of Haemopathology, publicou a Classifica 9 ao de 
Turn ores Hematopoieticos e do Tecido Linfoide . 7 
Constitutivamente, a nova classifica 9 ao ainda sus- 
tenta achados morfologicos e a contagem de blas¬ 
tos leucemicos no sangue periferico e na medula 
ossea acima de 20 %; no entanto, com o acrescimo 
de provas citoquimicas, imunofenotipagem, cito- 
genetica e apresenta 9 ao clinica. A preocupa 9 ao 
pela percep 9 ao inequivoca da presen 9 a e da conta¬ 
gem de blastos desencadeou, na pratica, a observa- 
9&0 de criterios claros com rela 9 ao a identifica 9 ao 
e descr^ao de quais seriam verdadeiramente essas 
celulas que entrariam na contagem, tendo em vis¬ 
ta a necessidade de reprodutibilidade morfologica 
e conceitual. Para esse fim, for am levados em con¬ 
sider a 9 ao os criterios propostos recentemente pela 
International Working Group on Morphology and 
Myelodysplastic Sindrome (IWGMMS ), 5 > 6 em que 
alguns dos criterios utiiizados diferem dos ja co- 
nhecidos e utiiizados em classifica 9 oes anteriores. 
Conforme as recomenda 9 oes da IWGMMS, os cri¬ 
terios propostos para a contagem e classifica 9 ao 
do grau de matura 9 ao das celulas blasticas devem 
ser realizados utilizando-se a colora 9 ao Wright- 
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-Giemsa ou May-Griinwald Giemsa, e a contagem 
de 200 e 500 celulas (leucocitos) para o sangue pe- 
riferico e a medula ossea, respectivamente. Serao 
considerados blastos, em adit^ao aos mieloblastos: 
monoblastos, pro-monocitos, megacarioblastos e 
pro-mielocitos leucemicos da leucemia pro-mielo- 
citica aguda, esses ultimos caracterizados morfo- 
logicamente como uma celula mais madura com 
nucleo reniforme ou lobulado, citoplasma intensa- 
mente granular ou, as vezes, agranular, porem 
com a presen^a de feixes de bastonetes de Auer. 
Estao excluldos os pre cur sores eritroides (eritro- 
blastos), exceto nos raros casos de eritroleucemia 
pura e megacariocitos displasicosA 8 

Pode-se tambem utilizar como valor agregado 
no diagnostico e prognostico, por meio da imuno- 
fenotipagem, a presen^a e quantifica^ao de celulas 
que expressam CD34 (CD34+). Entretanto, isso 
nao substitui a avalia^ao e contagem morfologica 
direta, pelo fato de que, embora geralmente as ce¬ 
lulas CD34+ sejam blastos, nem todas as celulas 
blasticas expressam esse marcador. 6 ’ 8 

A classifica<~ao determinada pela OMS inclui 
ainda as altera^oes citogeneticas especlficas ou co- 
muns, caracterizadas como subcategorias e que 
tambem estao diretamente associadas a diagnosti¬ 
co, comportamento e prognostico, quando dispo- 
niveis ou possiveis. Definem-se, entao, dois gran- 
des grupos de tumores, aqueles de origem mieloide 
e aqueles de origem linfoide, tendo cada um os 
seus subgrupos classificados de modo espedfico. 68 


CITOQUfMICA, CITOGEN6TICA 
E IMUNOFENOTIPAGEM 


Por muito tempo, o diagnostico das leucemias foi 
feito apenas pela observa^ao das celulas do sangue 
periferico (hemograma) e da medula ossea (mielo- 
grama). O problema do hemograma e do mielogra- 
ma e que a morfologia, como um unico parametro, 
nao e suficiente para determinar todos os tipos de 
leucemias existentes atualmente. Mesmo assim, ain¬ 
da hoje, o hemograma continua sendo uma ferra- 
menta muito importante na identifica^ao primaria 
dessas doen^as e, na maioria das vezes, e o primeiro 
instrumento a detectar os quadros leucemicos, po- 
dendo informar, inclusive, a caracteristica cronica 
ou aguda da doen^a. No primeiro caso (leucemias 
cronicas), tambem ainda e possivel determinar o 
tipo celular envolvido, mieloide ou linfoide. 

Muitas vezes, o diagnostico e ao acaso, identifi- 
cado em exames realizados de rotina e sem qual- 
quer sintomatologia ou percep^ao inicial da doen^a. 


O exame da medula ossea, por aspirado (mie- 
lograma) ou biopsia, possui carater decisivo no 
diagnostico definitivo, pois, alem das informa- 
^oes proprias de cada uma dessas modalidades de 
exame, permite a avalia^ao citoquimica, citogene- 
tica e imunofenotipica das celulas neoplasicas. 

:: CITOQUiMICA 

As provas citoquimicas surgiram como os primei- 
ros exames complementares no auxilio da identi- 
fica^ao de linhagem celular e, portanto, na classi- 
fica^ao das leucemias, principalmente as agudas. 
As provas mais utilizadas e padronizadas para 
esse fim foram a Mieloperoxidase (MPO), Sudan 
Black (SB), Acido Periodico de Schiff (PAS, do in¬ 
gles - Periodic Acid-Schiff), esterases especlficas e 
nao especlficas (EE/ENE). 9 

A mieloperoxidase esta presente nos granulos 
primarios dos precursores dos neutrofilos, nos 
granulos azurrofilos dos monocitos e nas granula¬ 
tes secundarias dos eosinofilos. A rea^ao e posi- 
tiva em blastos de origem mieloide com alguma 
evidencia de matura^ao, em pro-mielocitos e em 
mielocitos; nos metamielocitos e neutrofilos, a 
rea^ao positiva e fraca devido ao aumento dos 
granulos secundarios. Os monoblastos e monoci¬ 
tos podem apresentar uma rea^ao positiva fraca 
ou negativa. A MPO e importante para a caracte- 
riza^ao do mieloblasto, e uma prova positiva faz 
diagnostico de leucemia mieloide aguda (LMA). A 
prova citoquimica do SB tern a mesma interpreta- 
^ao que a MPO, com a diferen$a de ser menos es- 
peclfica e que em 1,6% dos casos de leucemia lin- 
focltica aguda (LLA) a Colorado e positiva. 9 A 
Tabela 11.2 mostra o resultado das provas de 
MPO e SB na LMA, segundo a classifica^ao FAB. 
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CLASSI FI CACAO 
FAB 

RESULTADO MPO E SB 

MO 

Menos de 3% dos blastos sao positivos 1 

Ml 

Entre 3-100% dos blastos sao positivos 1 

M2 

Entre 3-100% dos blastos sao positivos 1 

M3 

Positividade intensa 1 

M4 

Entre 3-100% dos blastos sao positivos, 
com padrao de Colorado localizado, padrao 
disseminado nos monoblastos e monocitos 1 

M5 

Podem ser negatives nos blastos e monocitos 1 

M6 

Alguns blastos mieloides sao positivos 1 

M7 

Os blastos mieloides podem ser positivos 1 
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As esterases sao enzimas encontradas nos leu- 
cocitos, sendo conhecidas nove isoenzimas, divi- 
didas em esterases especificas e nao especificas. 
As especificas sao encontradas nos granulocitos, 
sao os subtipos 1,2, 7, 8 e 9 e coram-se especifica- 
mente com naftol AS-D cloroacetato esterase 
(CAE). As nao especificas sao as isoenzimas dos 
subtipos 3, 4, 5, e 6, coram-se com a-naftilace- 
tatoesterase (ANAE) e a-naftilbutirato esterase 
(ANBE). 9 - 10 A Tabela 11 .3 mostra o resultado das 
provas de esterases especificas e nao especificas 
nas LMAs, segundo a classifica^ao FAB. 


TABELA 11.3 Resultado das provas de esterases 
especificas e nao especificas nas LMAs, segundo a 
ciassiftcagao FAB 


CLASSIFICA^AO 

FAB _J 

RESULTADOS DAS PROVAS 
CITOQUlMICAS DA ESTERASE 

MO 

Esterases negativas 1 

Ml 

Menos de 10% dos blastos sao positivos 
para CAE, raramente sao positivos para 
ANAE e ANBE 1 

M2 

Mais de 10% das celulas sao positivas 
para CAE, raramente sao positivas para 
ANAE e ANBE 1 

M3 

A maioria das celulas e positiva para CAE 1 

M4 

Mais de 20% das celulas sao positivas 
para ANAE e ANBE 1 

M5 

Mais de 80% das celulas sao positivas 
para ANAE e ANBE 1 


:: CITOGENETICA 

A citogenetica tern como objetivo o estudo das alte- 
ra^oes cromossomicas nas celulas transformadas, 
contribuindo, principalmente, com o prognostico 
da neoplasia, a dassificai^ao e, de forma contunden- 
te, a verifica<;ao de remissao completa ou parcial e 
de doen 9 a residual minima (DRM) nos pacientes 
em tratamento. O melhor material biologico para 
esse fim e o aspirado de medula ossea, podendo, no 
entanto, ser utilizado tambem o sangue periferico, 
desde que o numero de blastos circulantes seja ade- 
quado (superior a pelo menos 10% das celulas). 11 

O exame citogenetico pode ser realizado por 
meio de analise direta das celulas ou por meio de 
cultura celular. Independentemente da forma utili- 
zada, o aspirado de medula ossea ou de sangue pe¬ 
riferico deve ser colocado em meio RPMI 1640 ou 
em meio MacCoy’s, suplementado com soro fetal 
bovino, L-glutamina, penicilina e estreptomici- 
na. 9 - 11 Na prepara^ao direta, as celulas sao coloca- 
das no meio de cultura contendo colchicina e, apos 
1 hora de cultivo, sao retiradas. A finalidade da 
colchicina e inibir a forma^ao do fuso mitotico. 


fazendo com que as celulas parem a divisao na fase 
da metafase. Pelo fato de as celulas ja estarem em 
divisao, o metodo direto traduz maior rapidez na 
cariotipagem, porem, com a desvantagem de exibir 
menor quantidade de metafases, tornando mais di- 
ficil, muitas vezes, a identifica^ao de altera^oes 
cromossomicas. 11 Ja o metodo indireto permite um 
maior numero de celulas em metafase, levando em 
conta que as celulas aspiradas sao cultivadas por 
um periodo maior, que varia entre 24 e 72 horas. 
Outra vantagem desse metodo e a possibilidade da 
sincroniza^ao da divisao celular, deixando pratica- 
mente todas as celulas em um mesmo estagio de 
divisao e alongamento dos cromossomos, elevando 
a sensibilidade na detec^ao de pequenas deletes 
ou translocates. Para que a sincroniza^ao seja 
possivel, deve ser adicionado ao meio um bloquea- 
dor de timina, levando as celulas a permanecerem 
na fase S do ciclo celular por um periodo aproxi- 
mado de 17 horas. Apos esse tempo, adiciona-se 
timina ao meio, permitindo, dessa forma, o reini- 
cio e a progressao do ciclo. 11 O pas so seguinte do 
processo de analise citogenetica e o tratamento 
com solu 9 ao hipotonica de KC1 (0,075M), com a 
finalidade de espalhar os cromossomos no interior 
da celula. Entao, as celulas sao fixadas com uma 
solu 9 ao de metanol/acido acetico (propor 9 ao de 
1:1) e colocadas em uma lamina para microscopia. 
Apos a colora 9 ao de banda G, as metafases podem 
ser analisadas por microscopia (Figura 11.9). 

Em ter mo s citogenetico s, um clone e definido 
como tal quando pelo menos duas metafases ana¬ 
lisadas apresentam a mesma altera 9 ao estrutural 
ou hiperploidia ou quando pelo menos tres meta¬ 
fases apresentam a mesma hipoploidia. 11 As alte- 
ra 9 oes cromossomicas podem ainda ser classifica- 
das em primarias ou secundarias. As primarias 
sao aquelas que dao origem ou estao frequente- 
mente associadas as hemopatias malignas, por 
exemplo, a t(9q;22q) na LMC. Por outro lado, as 
altera 9 oes secundarias estao correlacionadas nor- 
malmente com o prognostico, por exemplo, res- 
posta a um tratamento instituido, quanto a remis¬ 
sao (completa, parcial ou sem remissao), resposta 
a um transplante de medula ossea ou ainda evolu- 
9 ao da neoplasia para uma fase mais avan 9 ada. 
Um exemplo dessa ultima situa 9 ao e a LMC em 
fase acelerada ou crise blastica, quando, com fre- 
quencia, ocorrem novas muta 9 oes ou subclones 
malignos (nesses casos, representados pela trisso- 
mia nos cromossomos 8 ou 19 e a presen 9 a de 
mais de um Phi), os quais estao associados a um 
prognostico ruim ou reservado. 
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FIGURA 11.9 Tecnica para identificagao de 
cariotipo por meio de cultura de celulas e 
cromossomos metafasicos. 


Em algumas hemopatias malignas, principal- 
mente aquelas de crescimento lento, como na leu- 
cemia linfodtica cronica (LLC), a analise citoge- 
netica pode ser dificultada pela pouca presenga e 
qualidade de metafases. 

Embora a execugao de um exame citogenetico 
convencional possa ser consider ado, muitas vezes, 
demorado nos casos das leucemias agudas, pelas 
caracteristicas de evolugao rapida desse tipo de 
neoplasia, o seu uso como valor prognostico e de 
extrema importancia. 

Com o advento da biologia molecular, a cito- 
genetica tomou novos rumos, melhorando de for¬ 
ma indiscutivel a detecgao de anomalias cromos- 
somicas com base na utilizagao de sondas 
moleculares, que sao sequencias conhecidas de 
acidos nucleicos e que tern como objetivo identifi- 
car a sequencia complementar nos cromossomos 
em estudo, tanto em cromossomos em metafase, 
quanto na interfase. 12 ’ 13 A reagao e revelada pela 
utilizagao de fluorocromos ligados a essas sondas 
e observada por microscopia de fluorescencia, 
tecnica conhecida como FISH {fluorescence in situ 
hibridization ) 12 (Figuras 11.10 e 11.11). 



FIGU RA11.10 (A) FISH em cromossomos 
metafasicos e (B) em cromossomos em interfase. 


Fonte: Sagrillo e colaboradores . 14 



FIGURA 11.11 (A) FISH - cromossomos em metafase e interfase. (B) FISH - cromossomos em interfase 

demonstrando cromossomo 3 com a fusao PML/RARa e (C) trissomia do cromossomo 21, Smdrome de Down (C). 


Fonte: Chauffaille 15 e UW Medicine Pathology . 16 
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:: IMUNOFENOTIPAGEM 

Caracteriza-se por imunofenotipagem a identifi- 
ca^ao de antigenos celulares especificos associa- 
dos a linhagem e ao grau de matura^ao e diferen- 
cia^ao das celulas sanguineas. Para esse fim, sao 
utilizados anticorpos monoclonais conjugados 
com agentes fluorescentes (fluorocromos), em que 
a rea^ao e medida em citometro de fluxo. 17 > 1S Por 
permitir a identifica^ao individual das celulas do 
sangue, a tecnologia da citometria de fluxo vem 
sendo incorporada cada vez mais na pratica labo¬ 
ratorial em hematologia, principalmente na iden- 
tifica^o e classifica^ao das hemopatias, bem 
como nos analisadores hematologicos para a de¬ 
ter mina^ao da contagem diferencial celular, con- 
tagem de reticulocitos, concentra^ao de hemoglo- 
bina nos reticulocitos (Ret-He/CHr) e indice de 
plaquetas reticuladas (IPR), entre outros. 

A citometria de fluxo baseia-se na tecnica do 
foco hidrodinamico, em que celulas alinhadas 
umas atras das outras, diluidas em um fluido 


especial e em fluxo continuo e constante, passam 
por um local onde incide um feixe de raio laser 
emitido em um determinado comprimento de 
onda (o mais utilizado e o argon io em 488nm), o 
qual excita os fluorocromos conjugados aos anti¬ 
corpos e ligados aos sitios antigenicos pretendidos 
nas celulas sanguineas do sangue periferico ou da 
medula ossea. 17 Com base no principio de que 
cada fluorocromo utilizado possui uma energia 
de excita^ao maxima e minima em um determi¬ 
nado comprimento de onda, as popula 9 oes celula¬ 
res podem ser reconhecidas e quantificadas. De 
forma complementar, os varios angulos de desvio 
do feixe de luz incidente em cada celula tambem 
podem ser medidos e refletem, de forma direta, a 
rela 9 ao entre o tamanho dessa celula e o seu grau 
de complexidade (presen 9 a e tipo de granula 9 oes 
no citoplasma, rela 9 ao nucleo/citoplasma e nume- 
ro de lobulos do nucleo) 18 (Figura 11.12). 

A imunofenotipagem teve um avan 90 muito 
rapido com a epidemia causada pelo virus HIV, 
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Fonte: Science Night Club . 19 
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devido a grande necessidade de se identificar e 
quantificar linfocitos CD4+ e CD8+ no sangue 
periferico desses pacientes. 18 A partir desse fato, a 
transference e aplica^ao desses conhecimentos na 
diferencia^ao e caracteriza^ao de neoplasias he¬ 
matologicas foi um grande avan^o, pois permitiu 
o reconhecimento, de uina maneira muito sensi- 
vel e especifica, dos varios tipos e subtipos dessas 
doen^as (incluindo a rela^o do imunofenotipo 
com a causa citogenetica) (Tabela 11.4) e de fato- 
res prognostics e o desenvolvimento de novos 
tratamentos como a imunoterapia, por exemplo. 
Possibilitou tambem uma readequa^ao da classifi- 
ca^ao FAB para as leucemias mieloides agudas, 
incluindo, a partir de entao, os tipos MO (leucemia 
mieloide aguda com pouca diferencia^ao) e M7 
(megacariocitica), alem dos subtipos B e T, nas 
neoplasias linfociticas agudas e cronicas. 

O British Committee for Standards in Haema¬ 
tology 23 e o European Group for the Immunologi¬ 
cal Characterization of Leukaemias (EGIL) 24 pro¬ 
poem a utiliza^ao de paineis de anticorpos para o 
diagnostic e a classifica^ao das leucemias agudas. 

A importancia da imunofenotipagem, atual- 
mente, nao se restringe apenas a caracteriza^ao de 
linhagem e ao grau de matura^ao das celulas tu- 
morais, mas relaciona-se de forma direta com as 
caracteristicas clinicas de cada tipo espedfico e a 
detec^ao de doen<;a residual minima. Na aborda- 


gem laboratorial desse exame, sao realizados, pri- 
mariamente, alguns marcadores preliminares, 
por exemplo, na diferencia$ao mieloide/linfoide, 
linfocito T/linfocito B e, posteriormente, sao apli- 
cados, de forma complementar, marcadores mais 
especificos (Tabela 11.5). 



O termo mieloide, segundo a OMS, inclui to das as 
celulas pertencentes a linhagem granulocftica 
(neutrofilos, eosinofilos, basofilos), monocitos/ 
macrofagos, eritroide, megacariocitica e mastoci- 
tos. Os criterios iniciais para o diagnostics estao 
baseados nos achados morfologicos, citoquimicos 
e imunofenotipicos das celulas neoplasicas do san¬ 
gue periferico e da medula ossea, os quais determi- 
nam a linhagem envolvida e a fase de matura^ao e 
diferencia^ao em que se encontram. O percentual 
de blastos no sangue periferico e na medula ossea 
permanece ainda como uma importante ferra- 
menta para a avalia^ao de progressao da doen^a, 
seja para uma doen^a mieiodisplasica/mieloproli- 
ferativa, seja mesmo para uma leucemia aguda. 

Ainda segundo a classifica^ao da OMS, as neo¬ 
plasias mieloides incluem cinco subgrupos: 1) neo¬ 
plasias mieloproliferativas (NMP); 2) sindromes 
mielodisplasicas (SMD); 3) sindromes mielodispla- 
sicas/mieloproliferativas (MDS/NMP); 4) sindro¬ 
mes mieloides/linfoides com eosinofilia e anorma- 


TABELA 11.4 Correlagao entre imunofenotipagem e citogenetica 

CITOGENETICA 

IMUNOFENOTIPAGEM 

SENSIBIUDADE 

ESPECIFICIDADE 

t{9;22) 

CD19+, CD10+, CD34++, CD38-/+, CD13+ 

100% 

> 90% 

t(12;21) 

CD19+, CD1G++, CD20-/+, CD34+, CD45-/+, HLA-DR++ 

86% 

100% 

| 11q23 

CD19-, CD10-, CD20-, CD34+, CD15+, CD65+, 7.1+ 

95% 

85% 


Fonte: Adaptada de De Zen e co labor ado res, 2t> Khalidi e colaboradores 21 e Tabernero e colaboradores . 22 


TABELA 11.5 Imunofenotipagem preliminar e complementar proposta pelo EGIL e British Committee for 
Standards in Haematology 



PRELIMINAR 

COMPLEMENTAR 

Linfolde B 

CD10, CD19, CD20 

CDS, CD10, CDIIc, CD22, CD23, CD25, CD38, Ccd79a, CD103, FMC7, 
cyBcl-2, IgMc, KAPPA E LAMBDA | 

Linfolde T 

CD2, CD3, CD7 

CDIa, cCD3, CD4, CDS, CD8, CD45, CD45RA, CD45RO, TCRctp, TCRT5 

NK 

CD3, CD16, CD56 

CDIIb, CD38, CD57, TCRa|l, TCRT5 

Ativadas 


CD25, CD38, HLA-DR 

Mieloide 

CD13, CD33, cMPO 

CDIIb, CD14, CD15, CD36, CD38, CD41, CD56, CD61, CD64, GPA 

Celulas precursors 

CD34 

CD117, nTdT, CD133 
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lidades envolvendo PDGFRA (receptor alfa de fator 
de crescimento derivado de plaquetas), PDGFRB 
(receptor beta de fator de crescimento derivado de 
plaquetas) ou FGFR1 (receptor para fator de cresci¬ 
mento de fibroblastos 1) e 5) leucemias mieloides 
agudas (LMA) (Quadro 11. 1). 25 Os receptores 
PDGFRA, PDGFRB e FGFR1 sao receptores de su- 
perficie celular, com domrnio citoplasmatico tirosi- 
naquinase, envolvidos em importantes mecanis- 
mos regulatorios como prolifera^ao, crescimento e 
diferencia^ao celular e, portanto, tambem envolvi¬ 
dos em inumeras patologias, inclusive outras neo¬ 
plasias de origem nao hematologica. 


QUADRO 11.1 Classifica^ao das neoplasias 
mieloides 


1. Neoplasias mieloproliferativas {NMP) 

2. Sindromes mlelodisplasicas (mielodisplasias) (SMD) 

3. Sindromes mlelodisplasicas/mieloproliferativas (SMD/NMP) 

4. Sindromes mieloides/linfoides com eosinofilia 

5. Leucemias mieloides Agudas (LMA) 

Fonte: Vardman e colaboradores . 8 

O Quadro 11.2 contempla um guia necessario 
para o uso da classifica^ao OMS-2008 para as neo¬ 
plasias mieloides. 


:: NEOPLASIAS MIELOPROLIFERATIVAS 
(NMP) 

Esse grupo foi observado pela primeira vez por 
William Dameshek, em 1951, e denominado de 
sindromes mieloproliferativas, para descrever as 
semelhan^as observadas entre algumas doen^as 
hematologicas, como apolicitemiavera (PV), leu- 
cemia mieloide cronica (LMC), trombocitemia 
essencial (TE) e mielofibrose primaria ou 
idiopatica (MFI), as quais apresentavam caracte- 
risticas semelhantes de expansao clonal, clinica e 
biologica. 26 

Hoje denominadas de neoplasias mieloproiife- 
rativas (NMP), pela classifica^ao da OMS-2008, 8 
comprometem geralmente celulas hematopoieti- 
cas totipotentes e se caracterizam por apresentar, 
inicialmente, uma medula ossea do tipo hipercelu- 
lar, com hematopoiese eficaz, ausencia de dispoie- 
se e predominio de precursores mieloides, eritroi- 
des ou plaquetarios. Pode estar aumentada apenas 
uma das linhagens, duas ou as tres, podendo tam¬ 
bem predominar uma sobre a outra. No sangue 
periferico (hemograma), observa-se um reflexo 
direto da medula ossea, ou seja, as mesmas car a c- 
teristicas de predominancia celular. O(s) tipo(s) 


QUADRO 11.2 Roteiro para uso da classifica^ao para neoplasias mieloides 
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Amostras necessarias 

■ Coleta previa de amostras de sangue periferico e medula ossea antes de qualquer terapia definitiva 

■ Analise do esfrega^o do sangue periferico e da medula ossea, corados com Wright-Giemsa ou similar 

■ Biopsia de medula ossea se possivel 

■ Estudo citogenetico, imunofenotipo, biologia molecular de medula ossea inicial e apos tratamento 


Avaliaqao de blastos 

■ Determinagao da contagem de blastos por analise visual 

■ Mieloblastos, monoblastos, pro-monocitos, megacarioblastos e pro-mielocitos na LPA devem ser considerados {nao incluir 
pro-eritroblastos, exceto na eritroleucemia pura aguda e megacariocitos displasicos) 

■ Contagem de CD34 por citometria de fluxo nao substitui avalia^ao visual dos blastos. Nem todos os blastos sao CD34+, e 
hemodiluigao e outros artefatos podem mostrar um resultado equivocado ou erroneo 

■ Aspirado de medula ossea pobre ou present de mielofibrose, imuno-histoquimica para CD34 em biopsia pode ser relevante para 
a identifica^ao de blastos 


Analise da linhagem blastica 

■ Painel para imunofenotipagem por citometria de fluxo e recomendado 

■ Citoqufmica: mieloperoxidasee esterase nao especifica podem auxiliar, principalmente nas LMAs, NOS (do ingles not otherwise specified} 

■ Analise de antfgenos especificos de reconhecimento de linhagem mieloide e linfoide por imuno-histoquimica em material de biopsia 


An£fise de anormalidades geneticas 

■ Estudo citogenetico completo de aspirado de medula ossea ao diagnostico, se possivel 

■ Estudos adicionais por FISH ou RT-PCR para analise da presenga de novas mutates, para informagao prognostica 

■ Pesquisa de mutagoes nos genes NPM1, CEBPA e FLT3 nos casos de LMA com citogenetica normal; JAK2 nos casos de neoplasias 
mieloproliferativas BCR-ABL I-negativo; KIT, NR AS, PTNPH, outros 


Correlaqao das informaqoes reportadas 

■ OMS dassifica^ao 


Fonte: Vardman e colaboradores . 8 
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celular(es) envolvido(s) determina(m) a doen^a 
especifica. Clinicamente, apresentam-se, inicial- 
mente, como doen^a cronica, podendo, ao longo 
do tempo, evoluir para uma falencia medular com 
fibrose ou ainda para leucemia aguda. Sao mani- 
festa^oes clinicas comuns as NMPs, hematopoiese 
extramedular, esplenomegalia e alto risco de he- 
morragia (embora esses pacientes apresentem 
normalmente trombocitose intensa, muitas vezes 
superior a 1.000.000/gL) e trombose. 27 

A OMS, na revisao de 2008, 8 colocou em pri- 
meiro piano classificatorio para esse grupo de neo¬ 
plasias um criterio citogenetico, a presen^a ou au- 
sencia da fusao BCR-ABL, tambem denominada 
de cromossomo Filadelfia (Phi), acrescentado aos 
achados morfologicos previamente encontrados 
(Quadro 11.3). 


QUADRO 11.3 Classifica^ao das neoplasias 
nieloproliferativas 


■ Leucemia mieloide cronica tipica {LMC) 

■ Leucemia neutrofilica cronica (LNC) 



■ Policitemia vera (PV) 

■ Trombocitemia essencial (TE) 

■ Mielofibrose primaria (MFI) 

■ Leucemia eosinofilica cronica (LECJ/S indromes eosinofilicas (SE) 

■ Neoplasias mieloproliferativas nao dassificadas (NMPnc) 

■ Mastocitose (MT) 

Fonte: Mufti e colaboradores . 28 


Muitos estudos tern revelado que principal- 
mente dois eventos geneticos estao associados as 
NMPs: a muta^ao BCR-ABL, na LMC (Figuras 
11.13 e 11.14), e a muta^ao JAK2 (Janus-Kinase), 
nos portadores de PV, TE e MFI (Figuras 11.15 e 
11.16). Essas muta^oes possuem em comum o en- 
volvimento de genes/proteinas associados a ativi- 
dade tirosinoquinase. A muta^ao JAK2 e uma m u - 
ta^ao de ponto, somatica, adquirida, detectada em 
celulas eritroides e mieloides e que ocorre no exon 
14 do gene JAK2, onde ha uma troca de uma gua- 
nina (G) por uma timina (T) com consequente 
substitui^ao de uma valina (V) por uma fenilala- 
nina (F) na posi^ao 617 da proteina codificada 
(JAK2 V617F). A muta^ao JAK2 V617F nao foi en- 
contrada em linfocitos T. 

Campbell e Green, em 2005, demonstraram a 
presen^a da muta^ao JAK2V617F em 95% dos pa¬ 
cientes com PV e em 50 a 60% dos pacientes com 
TE ou MFI. Em estudo similar, Costa e Monte- 
-Mor, 31 mostraram positividade para JAK2V617F 
de 96% para portadores de PV, 28% para TE e 56% 
para MFI. 31 - 32 

A presen^a dessas muta^oes leva a um estado 
de hipersensibilidade de celulas progenitoras he- 
matopoieticas (precursores mieloides) a diversas 
citocinas e fatores de crescimento, incluindo eri- 
tropoietina (EPO), interleucina-3 (IL-3), stem cell 
factor (SCF), insulin like growth factor (IGF-1), 
granulocyte macrophage colony-stimulating factor 
(GM-CSF) e trombopoietina (TPO) ou a um esta¬ 
do de independencia desses fatores. 31 > 32 A partir 
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FIGURA 11.13 Tipos com maior possibilidade de inser^ao na fusao BCR-ABL Tamanhos de oncoprotemas 
produzidas associadas ao tipo de neoplasia hematologica: (A) proteina de 190 kD - leucemia linfoblastica aguda 
(LLA); (B) proteina de 210 kD - leucemia mieloide cronica dassica (LMC); (C) proteina de 230 kD - leucemia 
neutrofilica cronica (LNC). 


Fonte: Adaptada de Goldman e Melo 29 e Hehlmann e colaboradores . 30 
























276 Hematologia laboratorial: teoria e procedimentos 



Proiiferagao Aderenda Apoptose 


FIGURA 11.14 



conlrole do sinal 
de transdugac 



(A) Gene ABL fntegro. (B) Fusao BCR-ABL produzindo oncoprotema de 210 kD (LMC classics e 


as mod if i cagoes funcionais presentes). 


Fonte: Goldman e Melo . 29 



FIGURA 11.15 JA/C2-normal/mutagaoV617F/exon 12/MPLW515L/K. 
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FIGURA It.16 Mutagoes BCR-ABL e JAK2 associadas as neoplasias mieloproliferativas. 


desses conhecimentos, surge uma duvida: como 
tres doen^as distintas, PV, TE e MFI, do ponto de 
vista de apresenta^ao morfologica e clinica, po- 
dem ser causadas por uma mesma muta^ao? Va- 
rias hipoteses foram levantadas, sendo que algu- 
mas encontram ressonancia para o entendimento 
desse fato. A primeira delas e mais simplista se 
debru^a sobre a natureza da celula progenitor a 
afetada e a variabilidade do envolvimento de cada 
linhagem (eritroide, granulocitica ou megacario- 
citica), determinando, dessa forma, o aumento 
proeminente da massa eritroide na PV, o aumento 
de plaquetas na TE e o aumento de granulocitos e 
plaquetas na MFI, sendo ainda que esse ultimo es- 
timularia na medula ossea uma eleva^ao do nu- 
mero de fibroblastos residentes, acarretando uma 
grande deposi^ao de colageno, a qual e a respon- 
savel pela fibrose. A segunda hipotese, com maior 
evidencia de aceita^ao, esta associada ao nivel de 
atividade JAK2V617F, sugerindo que baixos niveis 
favorecem a atividade megacariocitica e, portan- 
to, TE, ao passo que altos niveis produzem efeito 
eritroide, ou seja, PV. Ainda nessa hipotese, a ati¬ 
vidade sustentada e dependente do tempo de ex- 
posi^ao provoca o estado de fibrose, ou seja, MFI. 
Estudos tern demonstrado que o estado de zigose 


tambem parece ter papel relevante nesse processo 
de menor ou maior atividade JAK2V617F , pois a 
homozigose provoca uma elevatpao da atividade 
quinasica mutada, nao so decorrente do aumento 
da produ^ao, mas tambem da falta de competi^ao 
ocasionada pela proteina no estado selvagem 
(JAK2WT). Em pacientes com PV e, portanto, 
com maior atividade JAK2V617F , observou-se 
transit ao de uma popula^ao mista heterozigotica/ 
homozigotica para uma populat^ao predominan- 
temente homozigota. Por outro lado, de 93 a 100% 
dos portadores de TE sao heterozigotos, enquanto 
aproximadamente 14% de pacientes com MFI sao 
homozigotos. O entendimento do comportamen- 
to clinico, da gravidade e da prevalencia em pa¬ 
cientes portadores de NMP sob esse prisma ou 
motivado por essas observances e fortemente sus- 
tentado. Pacientes com TE e JAK2V617F positivos 
podem ser considerados como portadores de PV 
com manifestanao minima ou apresentanao in- 
completa; portadores de PV com homozigose 
apresentam concentranoes de hemoglobina e indi¬ 
ce de fibrose maiores que aqueles com heterozigo- 
se. Dessa forma, nao seria equivocado interpretar 
que PV, TE e MFI podem ser etapas diferentes de 
uma mesma doenna, cujo processo se inicia com 
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muta^ao em heterozigose, portanto TE, podendo 
progredir para PV e MFI como decorrencia do au- 
mento da atividade quinasica e do tempo de expo- 
si^ao, isso tudo provocado por eventos genicos 
que determinam essa evolu^ao (Figura 11.17). 32 * 39 



Tern sido demonstrados casos de eosinofilia 
persistente, incluindo as leucemias eosinofilicas 
cronicas (LEC) e outras sindromes eosinofilicas, 
como associate de cansa, principalmente com 
muta^oes em genes que codificam receptores a 
(alfa) ou p (beta) de fatores de crescimento deriva- 
dos de plaquetas {PDGF-a/PDGF-fi) e receptores 
para fator de crescimento de fibroblastos-l 
(FGFR1) (8pll.2). Esse ultimo, no entanto, pode 
apresentar-se, inicialmente, como uma leucemia 
linfoblastica/linfoma de celulas T ou B com acen- 
tuada eosinofilia e, posteriormente, evoluir para 
uma NMP. 8 Eosinofilia persistente em que nao 
sejam encontradas altera^oes cromossomicas/ge- 
nicas, apos exaustivas investigates e possiveis 
causas de eosinofilia reativa, deve ser classificada 
como sindrome eosinofilica idiopatica (SEI). 8 

Varios criterios foram construidos, nao so 
para classificar os subtipos de doen^as existentes, 
mas tambem para diferencia-las de situates em 
que ocorram hiperplasia mieloide, eritroide e pla- 
quetaria cuja origem seja reativa e nao neoplasica. 
£ importante compreender tambem que os varios 
criterios morfologicos estabelecidos pela OMS na 
revisao de 2008, 8 tanto do sangue periferico quan¬ 
to da medula ossea, foram baseados em inumeros 
estudos de casos e, portanto, devem ser analisados 


e interpretados de forma conjunta com os aspec- 
tos clinicos. A interpreta^ao isolada de achados 
laboratoriais unicos pode nao ser elucidativa na 
identifica^ao do subtip o especifico. 

Polrcitemia vera (PV) 

E uma doen£a clonal, adquirida, de celula-tronco da 
medula ossea, com prevalencia em idades mais avan- 
9 adas (idosos) e distribui^ao igual em ambos os se- 
xos. Os sinais e sintomas clinicos podem ser dispneia, 
cefaleia, sudorese noturna, prurido principalmente 
apos o banho quente, cianose, esplenomegalia e he- 
morragia, entre outros. Laboratorialmente, apresenta 
uma eleva^ao dos valores do eritrograma (hemoglo- 
bina, hematocrito e contagem de eritrocitos), poden¬ 
do ou nao estar acompanhada de granulocitose 
(principalmente neutrofilia sem desvio nuclear a es- 
querda, podendo haver basofilia) e trombocitose nao 
progressiva no sangue periferico. A medula ossea e 
hipercelular nas tres linhagens (panmielose). A maio- 
ria dos sintomas e oriunda da hiperviscosidade, da 
hipervolemia e do hipermetabolismo. A concentra- 
9 ao plasmatica de eritropoietina e diminuida ou nor¬ 
mal, caracterizando uma poliglobulia nao reativa. De 
acordo com a ultima revisao e classifica^ao da OMS, 8 
podem ser usados criterios maiores e menores para o 
diagnostico (Quadro 11.4). 


QUADRO 11.4 Criterios maiores e menores para 
diagnostico de poiicitemia vera 


Criterios maiores 

1. Hemoglobina > 18,5 g/dL (homensj-16,5 g/dL (mulheres) 
ou outra evidencia qualquer de aumento da serie vermelha* 

2. Presen^a de JAK2 V617F ou outra mutagao associada 
{muta^ao exon 12 JAK2) 

Criterios menores 

1. Biopsia de medula ossea mostrandohipercelularidade 
proliferativa de todas as linhagens (panmielose) 

2. Eritropoietina plasmatica inferior ao valor minimo de referenda 

3. Forma^ao de colonia eritroide endogenica in vitro 

* Aumento da hemoglobina ou hematocrito superior ao percentil 99 
para o sexo, a idade ou a altitude local de residencia; eleva^ao da 
hemoglobina igual ou maior que 17 g/dL (homens) e 15 g/dL (mulhe¬ 
res) associada ao aumento sustentado de pelo menos 2 g/dL, sem 
evidences de defidencia de ferro ou elevada massa eritroide. 

Fonte: Vardman e colaboradores . 8 

A evolu^ao e o prognostico, em geral, sao bons e 
com sobrevida mediana entre 10 e 15 anos. As maio¬ 
res causas de complica^ao e morte sao trombose e 
hemorragia, principalmente pela elevada viscosidade 
sanguinea e fun^ao plaquetaria defeituosa, respecti- 
vamente. A migra^ao para mielofibrose acontece em 
30% dos casos e para leucemias agudas em 5%. 40 
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Algumas situates especificas podem levar a 
uma diminui^ao do volume plasmatico e produzir 
uma poliglobulia relativa, sendo mais frequentes os 
problemas cardiovasculare s, tratamento com diu- 
reticos, tabagismo e consumo exagerado de alcool, 
entre outros. Incide mais comumente em pessoas 
jovens, de meia-idade e do sexo masculino. 40 

Trombocitemia essencial (IE) 

A TE e uma doer^a, na maioria dos casos, assinto- 
matica, cujo diagnostico e realizado ao acaso, em 
hemograma de rotina. No entanto, podem ocorrer 
trombose e hemorragia. A esplenomegalia e a 
atrofia do batjo tambem podem estar presentes. 

Caracteristicamente, a TE apresenta tromboci- 
tose evidente, resultante de uma excessiva prolifera¬ 
te megacariocitica na medula ossea, ocasionada, 
em 50% dos casos, pela muta^ao JAK2 V617F e em 
4% dos casos, pela muta^ao no gene produtor do re¬ 
ceptor para trombopoietina na plaqueta, denomina- 
do MPL. Laboratorialmente, o achado determinante 
e a persistence da contagem de plaquetas superior a 
450.000/pL. As linhagens eritroides e granulociticas 
apresentam-se normais, sem evidences de hiper- 
prolifera^ao. Devem ser descartadas as trombocito- 
ses que ocorrem na carencia de ferro, doen^as infla- 
matorias ou neoplasicas e na mielodisplasia com 
trombocitose (anemia refrataria com sideroblastos 
em anel associada a intensa trombocitose [ARSA-IT]). 
O exame da medula ossea mostra uma hipercelulari- 
dade como na PV, porem com excesso de megacari¬ 
ocitos, os quais sao funcionalmente anormais (Qua- 
dro 11.5). As provas de funtjao plaquetaria, em geral, 
estao alteradas, principalmente o teste de agrega^ao 
plaquetaria induzida por adrenalina 40 

As complicates estao habitualmente associa- 
das ao risco de trombose e hemorragias. Nos casos 
especificos de trombose, possui maior risco os por- 
tadores com mais de 60 anos de idade, trombose pre¬ 
via e contagem de plaquetas superior a 1.500.000/pL. 

Mielofibrose idiopatica ou primaria (MFI) 

Tambem conhecida como mieloesclerose, possui 
como caracteristicas principals uma fibrose gene- 
ralizada e progressiva da medula ossea, ja no inicio 
da doen$a, e hematopoiese esplenica (metaplasia 
mieloide), responsaveis pela anemia e esplenome¬ 
galia presentes na maioria dos portadores. E bas- 
tante comum em pessoas idosas, podendo se insta- 
lar de maneira insidiosa e progressiva; os sintomas 
de anemia, desconforto e dor abdominal sao os 
achados clinicos mais comuns. Podem estar 


QUADRO 11.5 Criterios diagnostics para 
trombocitemia essencial (TE) 


1. Contagem de plaquetas persistentemente superior a 
450.000/pL 

2. Biopsia de medula ossea com proliferagao megacariocitica 
e expressivo numero de megacariocitos anormais (grandes 
e imaturos) 

3. Ausencia de criterios para PV {OMS)*, para MFI # , LMC 
(Ph1+) s , SMD a , outra neoplasia mieloide 

4. Muta^ao JAK2V617F, mutagao MPL (MPL W515K ou MPL 
W515L), outra muta^ao clonal Ausencia de evidences de 
trombocitose reativa ¥ 

0 diagnostico de TE requer a presenga dos quatro criterios listados. 

* Exclusao baseada nos niveis de hemoglobina e hematocrito. 

# Ausencia de fibrose reticulinica, de reagao leucoeritroblastica e de 
marcada hipercelularidade da medula ossea acompanhada de morfo- 
logia megacariocitica tfpica de MFI (pequenose grandes megacarioci¬ 
tos, elevada relagao N/C, cromatina densa e hipercromasia lobular). 

$ Ausencia de BCR-ABL. 

& Ausencia de diseritropioese e disgranulopoiese. 

¥ Ausencia de trombocitose reativa: deficiencia de ferro, esplenec- 
tomia, cirurgias, inflamagao, doengas do tecido conectivo, metas- 
tases e doengas linfoproliferativas (a presenga de condigao asso- 
ciada a trombocitose reativa nao exclui a possibilidade de TE caso 
esteja presente algum dos criterios acima). 

Fonte: Vardman e colab or ad ores. 8 

presentes ainda sintomas como perda de peso, ano¬ 
rexia, febre e sudorese noturna e dor ossea, sendo 
essa ultima menos comum. Alem da muta^ao JAK2 
presente em 50% dos casos, as muta^oes TET-2 e 
MPL podem ser encontradas em aproximadamente 
15% dos pacientes, alem de outras anormalidades 
citogeneticas nao especificas. 8 40 

Os achados laboratoriais mais importantes es¬ 
tao presentes no exame do sangue periferico e da 
medula ossea (Quadro 11.6). 


QUADRO 11.6 Achados laboratoriais no sangue 
periferico e na medula ossea na mielofibrose idiopatica 


Sangue periferico (SP) 

1. Leucocitose e trombocitose inicial (ao diagnostico), 
podendo evoluir para leucopenia etrombocitopenia (fase 
avangada da doenga) 

2. Anemia e mais comum. Excepcionalmente, valores elevados 
de hemoglobina podem ser encontrados. Presenga de celulas 
em "gota" ou "lagrima" (dacriocitos) 

3. Presenga de precursores eritroides (eritroblastos) e mieloides 
(neutrofilos) no SP (reagao leucoeritroblastica) 

Medula ossea 

1. Medula ossea hipercelular com fibrose 

2. Aumento no numero de megacariocitos pode estar presente 
com frequencia 

3. A pungao pode ser "seca" em virtude da fibrose; necessidade 
de biopsia 
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Os criterios diagnostics, segundo a OMS na re- 
visao de 2008, 8 tambem sao importantes, uma vez 
que determinam uniformidade ou padroniza^ao, mi- 
nimizando variabilidade diagnostica (Quadro 11.7). 


QUADRO 11.7 Criterios da OMS para diagnostic 
de mielofibrose idiopatica 


Criterios maiores 

1. Proliferagao megacarioritica com atipia* associada a fibrose 
colagenosa ou reticulmica ou hipercelularidade granulocitica 
de medula ossea com visivel diminuigao da eritropoiese {fase 
pre-fibrotica) 

2. Ausencia dos criterios (OMS) para PV*, SMD e outras 
neoplasias mieloides; BCfl-ABL negative 

3. Presenga da mutagao JAK2V617F ou outro marcador clonal 
como MPLW515K/L* 

Criterios menores 

1. Reagao leucoeritroblastica 

2. Niveis plasmaticos elevados de desidrogenase lactica {LDH} 

3. Anemia 

4. Esplenomegalia palpavel 

0 diagnostico de MFI requer a presenga de pelo menos tres crite¬ 
rios maiores e dois menores. 

* Exclusao baseada nos niveis de hemoglobina e tiematderito. 

& Ausencia de diseritropoiese e disgranulopoiese. 

# Na ausencia desses marcadores, porem sem evidences de fibro¬ 
se da medula ossea secundaria a infeegoes, doengas autoimunes, 
doenga inflamatoria cronica, leucemia de celulas pilosas ou outras 
neoplasias linfoides, metastases e mielopatias tdxicas. 

¥ Megacariocitos pequenos ou grandes com elevada relagao N/C, 
hipercromasia nuclear, condensagao cromatinica, nucieo dobrado 
e agrupado. 

Fonte: Vardman e colaboradores . 8 

Leucemia mieloide cronica (LMC) 

A LMC e uma doen 9 a mieloproliferativa clonal e 
de desenvolvimento inicial cronico. 12 Pode ocor- 
rer em qualquer idade, tendo, no entanto, maior 
incidencia em pessoas acima da quarta decada de 
vida (idade media de 53 anos). 12 Ja foi relatada em 
recem-nascidos e tambem em pessoas com idade 
superior a 93 anos. Nao e uma doenga comum da 
infancia, com incidencia abaixo de 5%, levando-se 
em consideraqao todas as leucemias. 12 Possui leve 
preValencia no sexo masculino, com uma rela^o 
aproximada de 3:2, e o unico fator de risco conhe- 
cido e a radia^ao ionizante. Possui como causa ci- 
togenetica a transloca^ao entre os bravos longos 
dos cromossomos 9 e 22, determinando a forma- 
gao de um gene hibrido BCR-ABL com atividade 
tirosinoquinase e denominado de cromossomo 
Philadelphia (Phi), em homenagem a cidade onde 
essa altera^ao foi descrita pela primeira vez. 41 A 
epoca, as tecnicas de bandeamento cromossomico 
ainda nao eram realizadas, e o que se via no exame 


de cariotipo era um cromossomo 22 muito peque- 
no. 42 A parte do bra^o longo do cromossomo 22 
perdida para o cromossomo 9, e grande e a parte 
recebida do mesmo e pequena, fazendo com que o 
cromossomo 22 fique menor, caracterizando, des- 
se mo do, o cromossomo Philadelphia. Com o ad- 
vento da colora^ao por bandeamento, na decada 
de 1970, 12 foi possivel identificar todos os cromos¬ 
somos da constitui^ao de uma celula. A Colorado 
por bandeamento permitiu que se soubesse, com 
certeza, a composii^ao do cromossomo Philadel¬ 
phia (Figura 11.18). 
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FIGURA 11.18 Cariotipo pela Colorado de banda 
G, demonstrando t(9;22), caracterizado pelo 
encurtamento do bra^o longo do cromossomo 

22 (setas). 


Atualmente, por meio de metodos mais mo¬ 
dern os e da biologia molecular, sabe-se que o p on¬ 
to exato de quebra dos cromossomos 9 e 22 e na 
regiao 34 (9q34), no primeiro, e na regiao 11, no 
segundo (22qll). Os pontos de quebra na t(9;22) 
ocorrem sempre dentro dessas regioes genicas, 
onde estao localizados os proto-oncogenes ABL 
(virus da leucemia murina de Abelson) no cromos¬ 
somo 9 e BCR (breakpoint cluster region) e SIS (vi¬ 
rus do sarcoma simio) no cromossomo 22. Porem, 
isso nem sempre ocorre no mesmo local dentro do 
gene, levando a format^ao de diferentes transcritos 
(RNAm), os quais podem codificar diferentes pro- 
teinas, 190 Kda (pl90), 210 Kda (p210) e 230 Kda 
(p230); cada uma delas esta associada com diferen¬ 
tes subtipos leucemicos: a pi90 esta relacionada 
com a leucemia linfoblastica aguda (LLA), a p210, 
com a LMC, e a p230, com a leucemia neutrofllica 
cronica (LNC) (Figuras 11.13 e 11.14). 

A historia natural dessa doenga apresenta tres 
fases: fase inicial e mais prolongada, denominada 
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de fase cronica, fase acelerada (inter me diaria) e 
fase avangada, chamada de crise blastica (tambem 
denominada anteriormente de fase aguda). Essa ul¬ 
tima e a fase terminal da doenga. Os motivos de 
diferenciagao entre essas tres fases sao derivados 
dos tip os celulares encontrados tanto na medula 
ossea quanto no sangue periferico (Figura 1L19). 

Os principals sinais e sintomas estao associa- 
dos aos disturbios provocados pela proliferagao 
intensa e descontrolada de celulas na medula os¬ 
sea e, consequente evasao dessas celulas para o 
sangue periferico. Os principals achados sao es- 
plenomegalia em um percentual bastante elevado 
de pacientes, provocando importante desconforto 
abdominal; anemia de intensidade variavel, po- 
dendo ser progressiva; equimoses ou sangramen- 
tos (vaginal, epistaxe, entre outros) devidos geral- 
mente a deficiencia funcional plaquetaria e 
raramente a trombocitopenia; hiperuricemia e 
gota causada pelo excessivo catabolismo de puri- 
nas; sintomas relacionados ao aumento da viscosi- 
dade e/ou estase sanguinea, tais como disturbios 
visuais e da coagulagao, alem de priapismo. 40 ' 43 
Os achados laboratoriais do hemograma sao habi- 
tualmente proeminentes, exuberantes e tipicos, 
quando a doenga ja se encontra instalada, resul- 
tantes da hiperplasia mieloide da medula ossea e 
constituidos, no sangue periferico, principalmen- 
te por leucocitose (muitas vezes extrema), neutro- 
filia com desvio nuclear a esquerda nao escalona- 
do dos neutrofilos (presenga maior de precursores 
mais j ovens como mielocitos e metamielocitos do 
que bastonetes, nao obedecendo a ordem normal 


de liberagao dessas celulas pela medula ossea), ba- 
sofilia, trombocitose e anemia. Porem, e de suma 
importancia salientar que, na fase muito inicial 
dessa doenga, o diagnostico pode ocorrer ao aca- 
so, quando da realiza^ao de hemograma de roti- 
na, pois os sinais e sintomas clinicos poderao estar 
ausentes, bem como os achados laboratoriais ain- 
da serem mmimos, como uma discreta leucocito¬ 
se com desvio nuclear a esquerda nao escalonado, 
ausencia de anemia e de trombocitose 43 

Fase cronica 

Nessa fase, a intensidade dos sintomas e dos acha¬ 
dos laboratoriais e dependente do grau de com- 
prometimento da medula ossea. Ainda assim, os 
achados no sangue periferico caracterizam-se por 
uma leucometria, geralmente acima de 25.000/pL, 
porem, progressiva, atingindo com facilidade va- 
lores entre 100.000 e 300.000 leucocitos/pL, po- 
dendo, mais raramente, ser superior a 400.000 
leucocitos/pL. A contagem diferencial dos leuco- 
citos demonstra hiperplasia da serie mieloide, 
constituida principalmente por uma neutrofilia, 
com a presen^a de praticamente todas as fases de 
matura^ao (mieloblastos, pro-mielocitos, mieloci¬ 
tos, metamielocitos, bastonetes e polimorfonu- 
cleares), predominando entre as celulas mais ima- 
turas pro-mielocitos sobre os mieloblastos (geral¬ 
mente, a quantidade de blastos e pro-mielocitos e 
inferior a 10%) e a de mielocitos sobre os dois (Fi¬ 
gura 11.19). Os outros granulocitos, basofilos e 
eosinofilos tambem se encontram em geral au- 
mentados, sendo a presen^a da basofilia (relativa e 
absoluta) uma caracteristica muito particular na 



FIGURA 11.19 (A) Fases de evolugao da leucemia mieloide cronica (LMC) associadas ao perlodo de duragao 

de cada fase e (B) Diagrama demonstrando predommio celular na fase cronica (LMC). 


EVOLugAo 


Fase cronica 
Media: 3“5 anos 


Fase acelerada 
Media: 348 anos 


Fase aguda 
Media: 3-6 anos 
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LMC (Figuras 11.20 e 11.21). Pode ocorrer anoma- 
lia de Pelger-Huet adquirida. 41 A serie vermelha 
mostra uma anemia normocitica e normocromica, 
variando o seu grau proporcionalmente ao aumen- 
to do numero de leucocitos. Em situates de extre¬ 
ma celularidade (leucocitose), pode haver um con- 
sumo excessivo de folato, derivando para uma 
anemia macrocitica do tipo megaloblastica. Outro 
achado nao especifico da LMC, mas muito comum, 
e a rea^ao leucoeritroblastica (presen^a de eritro- 
blastos juntamente com precursores mieloides no 
sangue periferico). 5 Trombocitose e o achado mais 
frequente, podendo, as vezes, a contagem ser supe¬ 
rior a 1.000.000 de plaquetas/pL. No entanto, trom- 
bocitopenia pode acontecer em menos de 10% dos 
casos, bem como a contagem se encontrar dentro 
dos valores de referenda. 5 ’ 11 A Tabela 11.6 mostra 
os principals achados laboratoriais (principalmen- 
te no hemograma) na LMC. 


O exame da medula ossea, de forma geral, nao 
e mais informativo que o do sangue periferico, 
mas deve ser realizado para confirma^ao diagnos- 
tica, para o exame citogenetico e de biologia mole¬ 
cular (embora possa ser tambem utilizado o san¬ 
gue periferico para esse fim) e para avalia^ao da 
presen^a e do grau de fibrose. 43 Demonstra tam¬ 
bem uma hipercelularidade com hiperplasia gra- 
nulocitica, com a rela^ao M:E variando entre 10:1 
a 30:l. 5 Os megacariocitos se encontram normal- 
mente aumentados em numero, porem diminui- 
dos em tamanho e com menor numero de nucleos. 
O numero de blastos nao ultrapassa 5% das celu- 
las nucleadas. 11 A prova da fosfatase alcalina leu- 
cocitaria (FAL) e um instrumento que pode auxi- 
liar muito no diagnostico da LMC, pois se 
encontra diminuida ou ausente (score baixo ou 
igual zero) devido a uma proliferate descontro- 
lada e neoplasica e nao em resposta a um estimulo 



FIG UR A 11.20 Esfrega^o de sangue periferico 


mostrando varios graus de matura^ao de celulas 


mieloides (mielocitos, metamielocitos, bastonetes. 


segmentados, basofilo) (Colorado May-Grunwald- 


Giemsa [MGG] 400x). 


& 



FIGURA 11.21 Esfregago de sangue periferico 
mostrando varios graus de maturagao de celulas 
mieloides (mielocitos, metamielocitos, bastonetes, 
segmentados, basofilo) (MGG 400x). 



Caracteristicas do hemograma do sangue periferico na leucemia mieloi 



E RITROCITOS 

LEUCdCITOS 

i 

PLAQUETAS 

Anemia normocitica ou normocromica 
discreta (eventualmente podendo ser 
macrocitica) 

Geralmente > 25.000/pL 

Com frequencia > 100.000/pL 

Raramente > 400.000/pL 

Trombocitose {mais frequente) 

Anisocitose discreta 

Granulocitos em todos os graus de maturagao 
{{MB,PM -10%),(Ml, MT, BT, PMN}} 

DNNE nao escalonado 

Eleva-se na fase cronica 
> 500.000/pL 

(podendo ser > 1.000.000/pL) 

Rea^ao leucoeritroblastica 

Basofi lia/eosinofilia 

Normal 

Contagem de retlculocitos N/E 

FAL diminuida ou ausente 

Trombocitopenia 
(rara, <10% dos casos) 


MB, mieloblastos; PM, pro-mielocitos; Ml, mielocitos; MT, metamielocitos; BT, bastonetes; PMN, polimorfonucleares; DNNE, desvio nuclear 
dos neutrdfilos a esquerda; FAL, fosfatase alcalina ieucocitaria; N, normal; E, elevado. 
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infeccioso. A prova de fosfatase alcalina, junto 
com todos os outros achados laboratoriais, pode 
ser necessaria para o diagnostico diferencial entre 
LMC e reagao leucemoide (RL). A RL se caracteri- 
za por resposta hematologica exacerbada, percebi- 
da por intensa leucocitose e acompanhada de neu- 
trofilia ou linfocitose extrema frente a processos 
infecciosos bacterianos ou virais. Ocorre com 
mais frequencia em criangas, e o diagnostico dife¬ 
rencial de LMC pode ser feito com achados no he- 
mograma que indicam uma resposta inflamatoria 
(processo benigno) e nao uma neoplasia, como 
granulates toxicas, corpusculos de Dohle e va- 
cuolizagoes citoplasmaticas nos neutrofilos (Fi¬ 
gure 11.22). 

Fase acelerada 

Embora, apos a fase cronica, a transformagao 
blastica possa ocorrer de forma subita e imediata, 
na maioria das vezes, ocorrera uma intensificagao 
da doenga, denominada de fase interme diaria ou 
acelerada (FA), caracterizada por alteragoes he¬ 
matologicas, geralmente perceptiveis nos achados 
laboratoriais. Segundo os criterios propostos pelo 
International Bone Marrow Transplant Registry 
(IBMTR), o sangue periferico pode demonstrar, 
entre os diversos achados, leucocitose refrataria 
ao tratamento, aumento da basofilia e da presenga 
de celulas blasticas e/ou pro-mielocitos, anemia 
progressiva associada a trombocitopenia ou trom- 
bocitose proeminente e anomalia de Pelger-Hiiet 
adquirida. O exame da medula ossea pode apre- 
sentar displasia, fibrose e anormalidades citoge- 
neticas adicionais, alem do cromossomo Philadel¬ 
phia (Quadro 11.8). 5 ’ 43 ’ 44 


QUADRO 11.8 Criterios para determinagao 
da fase acelerada 


■ Leucocitose intensa (superior a 100.000 leucocitos/pL) e 
refrataria ao tratamento 

■ Anemia progressiva 

■ Trombocitopenia (nao associada a quimioterapia) ou 
Trombocitose acentuada 

■ 10% < Blastos e pro-mielocitos < 20% (SP e/ou MO) 

■ Basofilia acentuada (superior a 20% - SP) 

■ Anormalidades citogeneticas adicionais (alem do Phi) 

SP, sangue periferico; MO, medula ossea. 

Fonte: Adaptado de Girah e colaboradores . 45 

Fase avangada - Crise blastica (CB) 

Essa fase se caracteriza pela perda da matura^ao e 
diferencia^ao granulodtica e substitui^ao dessas 
celulas por celulas sem matura^ao (blastos) na 
medula ossea e no sangue periferico, com o nume- 
ro de celulas blasticas superior a 20%. A transfor- 
mato blastica pode comprometer tanto a linha- 
gem mieloide (65% dos casos) quanto a linfoide 
(35% dos casos) ou mesmo ocorrer em ambas (bi- 
fenotipica), porem essa ultima em menos de 5% 
dos casos. 5 - 11 Na crise blastica, os tipos de leuce¬ 
mias agudas instaladas, quando mieloides, podem 
ter caracteristicas morfologicas desde M0 a M7, e 
quando linfoides, geralmente se assemelham aos 
subtipos LI e L2, podendo, muito raramente, ser 
do subtipo L3. Quanto ao tipo de linfocito envol- 
vido, podem acometer linfocitos B e T, sendo mais 
comum, no entanto, o primeiro. Dessa forma, fica 
clara a necessidade da realiza^ao da imunofenoti- 
pagem para caracteriza^ao da linhagem envolvi- 
da, tendo em vista a diferen^a de comportamento 
e resposta ao tratamento entre elas. 43 - 44 



reaqAo leucemoide 

Granulocitose 


ACHADOS INFLAMAT6RIOS / PATOLOGIAS 


Linfocitose 

Granulates 
toxicas 
Corpusculos 
de Dohle 

DIAGN6STICO DIFERENCIAL 




FIGURA 11.22 Fatores de diagnostico diferencial entre a LMC e reagao leucemoide. (As cores exibidas na 
figura estao diretamente relacionadas com o diagnostico diferencial das neoplasias hematologicas possiveis.) 
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Leucemia Neutrofilica Cronica 

£ um tipo de neoplasia mieloproliferativa rara, 
cuja causa citogenetica tambem e o cromossomo 
Philadelphia, porem com um ponto de quebra 
dentro do gene diferente da LMC e da LLA, 
gerando uma proteina hibrida de 230 kD (Figura 
11.13). Os criterios diagnostics laboratoriais (he- 
mograma) mais comuns sao leucocitose modera- 
da com neutrofilia, porem sem desvio nuclear dos 


neutrofilos a esquerda, predominando neutrofilos 
com boa matura^ao (neutrofilos segmentados). 
Geralmente, nao se observam basofilia, eosinofi- 
lia e blastos no sangue periferico. A medula ossea 
apresenta quantidade menor de 5% de blastos en- 
tre as celulas nucleadas (Quadro 11.9). 

A Quadro 11.10 mostra os criterios laborato¬ 
riais para diagnostic diferencial entre os tipos de 
neoplasias mieloproliferativa e RL. 


QliADRO 11.9 Criterios diagnostics morfologicos na leucemia neutrofilica cronica segundo OMS-2008 


Leucocitose > 25.000 leucocitos/pL 


Neutrofilos e segmentados > 80% 

Granulocitos imaturos {pro-mielocitos, mielocitos e 
metamielocitos) < 10% 


Ausencia de basofilia e eosinofilia 
Blastos < 1% 









Hiperplasia de medula ossea 

Aumento do numero de granulocitos neutrofilos 
Maturagao neutrofilica norma 


Blastos < 5% das celulas nucleadas da MO 


* Ausencia de causas de neutrofilia fisiologica 
Ausencia de processes inflamatorios, infecciosos e neoplasicos 
■ Sem evidences de PV, TE, MFI, SMD, SMD/NMP 


PV, policitemia vera; TE, trombocitemia essencial; MFi, mielofibrose; SMD, sindrome mielodisplasica; NMP, neoplasia mieloproliferativa, 
Fonte: Adaptado de Vardman e Hyjek . 46 


QUADRO 11.10 Quadro comparative para o diagnostic diferencial dos achados laboratoriais do sangue 
periferico (hemograma) nas neoplasias mieloproliferativas 
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LMC classica 
(Ph1+) 

■ Anemia 

■ Eritroblastos 

Geralmente > 25.000/pl ou 

> 100.000/pL 

{PM, {Ml, MT e BT - 40%)} 

Eosinofilia/basofilia 

FAL ^ 

N/E 

> 600.000/pL 

1.000.000/pL ou mais 
raramente trombocitopenia 

PV 

■ Hematocrito ^ 

■ Hb > 18,5 g/dL(homens) e 16,5 g/dL (mulheres) 

■ Naoreativa 

12.000-30.000/pL 

{ausencia de eleva^ao progressiva) 

> 400.000/pL 

TE 

Normal 

Normal 

> 600.000/pL 
{persistence > 2 meses) 

MFI 

■ Anemia 

■ Reagao leucoeritroblastica 

■ Pecilocitose {dacriocitos) 

12.000-30.000/pL 

{ausencia de eleva^ao progressiva) 

Trombocitose discreta 
{> 450.000/pL) 

Leucemia 

neutrofilica 

cronica 

■ Anemia 

■ Eritroblastos (raros) 

25.000-50.000/pL 

{raro > 100.000/pL, Ml, MT) 

{90-95% neutrofilos - PMN, BT) 

FAL N/E 

Normal 

Trombocitopenia 
{100-149 mil/pL) 

Reaqao 

leucemoide 

Nao relacionada 

30.000-100.000/pL 

Neutrofilia (BT, PMN, GTN, Dohle, 
VCN, FAL elevada) 

Normal 

Pode estardiminufda 


BT, bastonetes; PMN, polimorfonucleares; Ml, mielocitos; MT, metamielocitos; GTN, granulagoestoxicas nos neutrofilos; VCN, vacuoliza^oes 
citoplasmaticas nos neutrofilos; FAL, fosfatase alcalina leucocitaria; N, normal; E, elevado. 
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Leucemia eosinofilica cronica/ 

Sindromes eosinofNicas (LEC/SE) 

A LEC/SE e uma doen^a mieloide clonal, cuj a princi¬ 
pal caracteristica e a presen^a aumentada de eosino- 
filos tanto na medula ossea quanto no sangue perife¬ 
rico (> 1.500 eosinofilos/jiL). 5 A contagem de blastos 
na medula ossea deve estar entre 5 e 20%, demons- 
trando a expansao clonal neoplasica. Entretanto, nos 
casos de contagem de blastos inferior a 5%, nao se 
caracteriza a clonalidade, e deve ser considerada 
uma sindrome hipereosinofilica. A leucometria 
pode estar normal, discretamente aumentada ou ter 
um aumento intenso. A contagem de plaquetas, ge- 
ralmente, e normal ou discretamente diminuida, e a 
anemia pode ou nao estar presente no diagnostico. 5 
A pesquisa do cromossomo Philadelphia ou do gene 
quimerico BCR-ABL e negativa. 5 As translocates 
cromossomicas mais frequentemente relacionadas 
com a LEG envolvem o cromossomo 5, t(l;5), t(2;5) e 
t(5;12), pois no cromossomo 5 estao localizados va- 
rios genes que codificam interleucinas e fatores de 
crescimento relacionados com a prolifera^ao e dife- 
rencia^ao de eosinofllos, entre eles o gene que codifi- 
ca a interleucina-5. 5 

:: SfNDROMES MIELODISPLASICAS/ 
MIELODISPLASIAS (SMDs/MDs) 

As sindromes mielodisplasicas (SMDs) sao distur- 
bios clonais que apresentam uma medula ossea 


normocelular ou hipercelular (excepcionalmente 
hipocelular), displasias em pelo menos uma linha- 
gem das celulas sanguineas (diseritropoiese, dis- 
granulopoiese, dismegacariocitopoiese) e uma ou 
mais citopenias no sangue periferico. Clinica- 
mente, manifestam-se como citopenias persisten- 
tes e refratarias causadas pela presen^a de hema- 
topoiese ineficaz, com possibilidade, em alguns 
casos, de evolu^ao para leucemias agudas. 11 * 47 
De acordo com o grupo FAB, usando-se apenas 
caracteristicas morfologicas do sangue periferico e 
da medula ossea, as SMDs sao classificadas em cinco 
subtipos: 1) anemia refrataria (AR - no ingles, RA); 
2) anemia refrataria com sideroblastos em anel 
(ARSA - no ingles, RARS); 3) anemia refrataria com 
excesso de blastos (AREB - no ingles, RAEB); 4) ane¬ 
mia refrataria com excesso de blastos em transfor- 
ma^ao (AREB-t - no ingles, RAEB-t); 5) leucemia 
mielomonocitica cronica (LMMC - no ingles, 
CMML ) (Tabela 11.7). No entanto, entre as neopla¬ 
sias mieloides, talvez, as SMDs sejam as mais dificeis 
de serem caracterizadas, principalmente quando o 
numero de blastos no sangue periferico e/ou na me¬ 
dula ossea nao se encontra aumentado. 6 Por esse 
motivo, uma nova classifica^ao, utilizando nao ape¬ 
nas os achados morfologicos, mas tambem as carac¬ 
teristicas fenotipicas e citogeneticas proposta pela 4 a 
revisao da OMS de 2008, estabelecem criterios mini- 
mos para diagnostico dessa entidade (Tabela 11.8). 8 



TABELA 11.8 Achados clinicos no sangue periferico e na medula ossea nas sindromes mielodisplasicas 

ASPECTOS CLINICOS 

SANGUE PERIFERICO 

medula Ossea 

Citopenia refrataria com 
displasia em linhagem unica 
(CRDU - no ingles, RCUD): 

Anemia refrataria {AR}; 
neutropenia refrataria (NR); 
trombocitopenia refrataria (TR). 

Monocitopenia/bicitopenia* 

Ausencia de blastos ou presenga de raros blastos 
{< 1%}** 

Displasia em apenas uma linhagem: 
Disgranulopoiese > 10% uma linhagem mieloide 

< 5% de blastos 

< 15% sideroblastos em anel 

Anemia refrataria com 
sideroblastos em anel - 
ARSA (no ingISs, RARS) 

Anemia 

Ausencia de blastos 

> 15% sideroblastos em anel 

Diseritropoiese apenas 
< 5% de blastos 


(continua) 
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TABELA 11.8 Achados ciinfcos no sangue periferico e na medula ossea nas sfndromes mielodispiasicas 
segundo 0MS -2008 (continuagao) 

ASPECTOS CLlNICOS 

SANGUE PERIFERICO 

MEDULA 6SSEA 

Citopenia refrataria com 
dispiasia em mais de uma 
linhagem (CRDM - no 
ingles, RCMD) 

Citopenia(s) 

Ausencia ou raros blastos (< 1%)** 

Ausencia de bastonetes de Auer 
< 1.000 monocitos/pL 

Disgranulopoiese > 10% em 2 ou mais linhagens 
mieloides 

< 5% de blastos 

Ausencia de bastonetes de Auer 

< ou > que 15% de sideroblastos em anel 

Anemia refrataria com 
excesso de blastos (AREB-1 
-no ingles, RAEB-1) 

Citopenia(s) 

< 5% de blastos** 

Ausencia de bastonetes de Auer 

< 1.000 monocitos/pL 

Dispiasia em 1 ou mais linhagem 

5%-9% de blastos** 

Ausencia de bastonetes de Auer 

Anemia refrataria com 
excesso de blastos (AREB-2 
- no ingles, RAEB-2) 

Citopenia(s) 

19% < blastos > 5%*** 

Ausencia ou presenga de bastonetes de Auer*** 
<1.000 monocitos/pL 

Dispiasia em 1 ou mais linhagem 

10-19% de blastos*** 

Ausencia ou presen^a de bastonetes de Auer*** 

SMD indassificavel (SMD-I 
-no ingles, MSD-U) 

Citopenias 
< 1% de blastos** 

Dispiasia inequivoca menor que 10% em uma 
ou mais linhagem mieloide acompanhada de 
anormalidade citogenetica tipica para SMD 
< 5% de blastos 

SMD associada com del 5(q) 
isolada 

Anemia 

Contagem de plaquetas geralmente normal ou 
elevada 

Ausencia ou raros blastos (< 1%) 

Megacariocito normal ou aumentado com 
hipolobulagao nuclear 
< 5% de blastos 

Citogenetica del 5(q} isolada 

Ausencia de bastonetes de Auer 




Bicitopenia pode ser observada ocasionalmente. Casos com pancitopenia devem ser dassificados como SMD indassificavel (SMD-1). 
Porcentagem de blastos na medula ossea < 5% e no sangue periferico entre 2 e 4% deve serclassificada como AREB-1. Casos de CRDU e 
CRDM com 1% de blastos no sangue periferico deve ser dassificadas como SMD. 

*** Devem ser dassificados como RAEB-2; casos com bastonetes de Auere < 5% de blastos no sangue periferico e < 10% na medula ossea; casos 
com apenas 19% < blastos > 5% no sangue periferico; casos com blastos < 5% no sangue periferico e bastonetes de Auer ou 19% < blastos > 10% 
na medula ossea ou ambos; casos com < 10% de blastos na medula ossea com bastonetes de Auer e/ou 5 a 19% de blastos no sangue periferico. 
Fonte: Yardman colaboradores . 8 


As displasias de celulas sangumeas presentes 
na SMD podem ser vistas tanto na medula ossea 
quanto no sangue periferico e se caracterizam por 
apresentar: 

■ : r nul< i i Neutrofilos com nucleos 
hipersegmentados; hipolobula^ao dos neu¬ 
trofilos - anomalia de Pelger-Hiiet adquiri- 
da (pseudo Pelger-Hiiet); granulocitos hipo- 
granulares; pseudo Chediak-Higashi e 
bastonetes de Auer; 

Eritroblastos multinuclea- 
dos, nucleos em trevo, aspectos megaloblas- 
toides, pontes internucleares, cariorrexis e 
granules de ferro mitocondrial perinuclear 
(sideroblastos em anel); 

■ Dismegacariocitopoiese: Megacar iocitos 
hipolobulados; vacuoliza 9 oes citoplasmati- 
cas e micromegacariocitos. 

A anemia e um achado presente em pratica- 
mente todos os casos, com contagem de reticuloci- 


tos baixa (anemia hiporregenerativa), sendo, na 
maioria das vezes, normocitica e normocromica, 
podendo, no entanto, ser macrodtica. Nesse ultimo 
caso, deve ser realizado o diagnostico diferencial 
com a anemia megaloblastica (tambem apresenta 
anemia macrodtica com pancitopenia) por meio da 
dosagem de acido folico e vitamina B 12 . Podem ser 
comuns no esfrega^o sanguineo de sangue periferi¬ 
co o dimorfismo eritrocitario (eritrocitos macrodti- 
cos, normodticos e microdticos hipocromicos), a 
pecilocitose (a presen^a de eliptocitos, dacriocitos, 
estomatocitos, acantocitos e esquizocitos) e as inclu- 
soes eritrocitarias (ponteados basofilos e corpuscu- 
los de Howell-Jolly) (Figuras 11.23 e 11.24). 

A leucopenia ocorre a custa de neutropenia, 
podendo ser encontrados precursores mieloides 
como mieloblastos contendo ou nao bastonetes de 
Auer, mielocitos, porem, geralmente abaixo de 5% 
(Figura 11.25). Neutrofilos (outros granulocitos, 
principalmente eosinofilos) hipogranulares sao os 
achados displasicos mais comuns nessas celulas 
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(Figura 11.26). A presen^a de bastonete de Auer 
caracteriza o grupo de RAEB-t (classifica^ao 
FAB) ou RAEB-2. 8 - 11 

A trombocitopenia isolada e rara, sendo um 
achado conjunto com anemia e/ou neutropenia. A 
presen£a de trombocitose esta associada, normal- 
mente, a del5(q). 8 

Kb4B 

* 


O 



FIGURA 11.23 Dimorfismo eritrocitario. 
Esfrega^o de sangue periferico (MGG). 


* 


FIGURA 11.24 Corpusculos de Howell-Jolly. 



? 


FIGURA 11.26 Neutrofilo hipogranular. 
Anisopecilocitose. Esfregago de sangue periferico 
(MGG). 


Para analise da morfologia da medula ossea 
(mielograma) e da avalia^ao dos sideroblastos em 
anel, podem ser utilizadas as colora^oes hemato¬ 
logicas de rotina (Wright-Giemsa ou May- 
-Grunwald Giemsa) e azul da Prussia (colora^ao 
de Peris), respectivamente (Figura 11.27). 



FIGURA 11.27 (A) Sideroblastos em anel: 
deposito de ferro mitocondrial, Colorado de Peris 
(pontos azulados nos eritroblastos - seta). 

(B) Megacariocito hipoiobulado, medula ossea. 


FIGURA 11.25 Eritroblasto com quatro nucleos 
(seta azul). Mieloblastos, com bastonete de Auer 
(seta vermelha). 
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A incidencia e de aproximadamente 1,3-5 ca- 
sos/ano/100 mil habitantes na popula^ao geral e 
30 casos/ano/100 mil habitantes em pessoas acima 
de 70 anos, determ inando claramente uma preVa¬ 
lencia dessa neoplasia em pessoas com idade mais 
avan^ada. E uma doen^a geralmente de evolu^ao 
lenta, cujo prognostico baseia-se principalmente 
nos achados citogeneticos, de acordo com dois 
grandes grupos: IPSS (International MDS Risk 
Classification Survival) e WPSS (World Health 
Organization - classification-based Prognostic 
Scoring System) 25 (Tabelas 11.9 a 11.11). 

:: SINDROMES MIELODISPLASICAS/ 
NEOPLASIAS M ELOPROLIFERATIVAS 
(SMD/NMP) 

As SMDs/NMPs sao disturbios clonais envolvendo 
celulas de origem mieloide, sendo que a apresenta- 
^ao clinica e os achados lab orator iais e morfologi- 
cos, no inicio da doent^a, determ inam a caracteris- 
tica mista desse subgrupo. Estao compreendidos 


nesse grupo a leucemia mielomonodtica cronica 
(LMMC), leucemia mieloide cronica BCR-ABL ne- 
gativo ou atipica (LMCa), leucemia mielomonociti- 
ca juvenil (LMMJ) e as sindromes mielodisplasicas/ 
neoplasias mieloproliferativas nao classificaveis 
(SMD/NMP-nc), sendo que o disturbio que melhor 
caracteriza esse ultimo grupo e a anemia refrataria 
com sideroblastos em anel associada com intensa 
trombocitose (ARSA-T). 25 

Leucemia mielomonodtica cronica (LMMC) 

A LMMC e um disturbio de baixa incidencia 
(aproximadamente 1 caso/100 mil pessoas/ano), 
com predominio na faixa etaria de aproximada¬ 
mente 70 anos. Entre os achados laboratoriais e 
morfologicos tipicos do sangue periferico e da 
medula ossea, a apresenta^ao clinica mais comum 
inclui leucocitose, monocitose (Figura 11.28), 
BCR-ABL negativo, alem de hepatoesplenomega- 
lia nos pacientes com contagem de leucocitos ge¬ 
ralmente mais elevada (Quadro 11.11). 


TABELA 11.9 Criterios prognosticos 

PROGNbSTICO 

■ 

CRITERIOS 

Bom prognostico 

Normal 


-Y 


Del 5(q) e del 20(q) isoladas 

Prognostico intermediario 

Demais anormalidades 

Prognostico desfavoravel 

Complexo 


Monossomia 7 


Del 7(q} 


Fonte: Cazzola e co tab or adores. 25 


TABELA 11.10 Esc 

:ore WPSS 




ESCORE 

0 

1 

2 

3 

OMS 

AR 

ARSA 
del 5{q) 

CRDM 

AREB-1 

AREB-2 

Cariotipo 

Bom 

intermediario 

Desfavoravel 

Desfavoravel 

Transfusao 

f Nao 

L___1 

Sim 

Nao 

Nao 


Fonte: Cazzola e colaboradores. 2S 


TABELA 11.11 Rela0o escore WPSS e tempo de sobrevida 


ESCORE 

SOBREVIDA (MESES) 

Muito baixo 

0 

141 | 

Baixo 

1 

96 

Intermediario 

2 

46 

Alto 

3-4 

26 

Muito alto 

5-6 

9 


Fonte: Cazzola e colaboradores. 25 
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FIGURA11.28 Aspectos celulares e morfologicos no sangue periferico e na medula ossea de pacientes com LMMC. 
(A) Esfregago de sangue periferico com monocitose e sem atipia de mondcitos (coloragao MGG -40Ox); (B) Esfregago de 
sangue periferico com mondcitos apresentando anormalidades citoplasmaticas (Colorado MGG -1250x); (C) Esfregago 
de medula ossea mostrando intensa celularidade, hiperplasia da seriegranulocltica e contagem de blastos inferior a 10% 
- LMMC-t (coloragao MGG -1.000)0; (D) Esfregago de medula ossea apresentando hiperplasia monocitoide (mondcitos 
e seus precursores), com contagem de blastos e pro-mondcitos de 18% - LMMC-2 (coloragao MGG -1.000x), 


Fonte: Cazzola e colaboradores . 25 


QUADRO11.11 Criterios para diagnostico de LMMC 


■ Monocitose persistente no sangue periferico (> 1.000 
monocitos/pL) 

■ BCR-ABL negativo 

■ Ausencia de anormalidades envolvendo PDGFRA ou PDGFRB 
{a present de uma dessas anormalidades, com eosinofilia 
associada, exclui LMMC) 

■ Presence de blastos no SP e na MO inferior a 20% {indui 
mieloblastos, monoblastos ou pro-monocitos). LMMC-1: 

< 5% (SP) e 10% (MO); LMMC-2: 5-19% (SP) e 10-19% (MO) 
ou present de bastonetes Auer, independentemente da 
contagem de blastos 

■ Pelo menos 1 dos 3 criterios a seguir: 

-displasia em uma ou mais linhagens; 

-anormalidades donais citogeneticas ou moleculares 
adquiridas em celulas hematopoieticas; 

- monocitose persistente, sem causa aparente (infec^ao, 
inflama^ao ou malignidade) por pelo menos tres meses. 

■ Contagem de leucocitos: < 13.000/pL- mielodisplasia-Me; 

> 13.000/pL - mieloproliferativas-/ifce* 

* Esses sao valores arbitrarios; no entanto, representam importan- 
te fator prognbstico. 

PDGFRA , receptor para fator de crescimento derivado de plaqueta-a; 
PDGFRB, receptor para fator de crescimento derivado de plaqueta-p. 
Fonte: Adaptado de Vadman . 48 


Anormalidades e caracteristicas 
citogeneticas e moleculares 
na LMMC 

Os aspectos citogeneticos presentes em pacientes 
portadores de LMMC possuem importante valor 
agregado quando se observa o comportamento da 
doen^a, levando-se em conta a sobrevida e a pro- 
gressao para leucemia mieloide aguda (LMA). Ate 
recentemente, a anormalidade molecular mais co- 
nhecida, vista em aproximadamente um ter^o dos 
pacientes, eram as muta^oes envolvendo o gene 
RAS (.NRAS ou KRAS), mas sem valor significati¬ 
ve com rela^ao a patogenese e ao prognostico. 7 No 
entanto, nos ultimos anos, o desenvolvimento de 
novas tecnologias tern permitido a identifica^ao 
de novas muta^oes genicas em um ntimero signi¬ 
ficative de pacientes portadores de LMMC, entre 
as quais as dos genes TET2, CBL, ASXL1, RUNX1 
e EZH2 . Os dois primeiros estao mais associados a 

prolifera^ao clonal mielomonocitica, e os demais, 
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a progressao da doen^a (Quadro 11.12). Estudos 
recentes tambem tem demonstrado que a redu^ao 
na expressao do gene TIF1G (Fator Intermediary 
de Transcri^ao-l Gama) pode representar um me- 
canismo patogenetico da LMMC. 49 


QUADRO 11.12 Principals mutates somaticas 
com relevancia clinica em pacientes com leucemia 
mielomonocftica cronica associadas ao tipo 
morfologico e ao prognostico da doen^a 


■ TET2 - Aproximadamente 40-50% dos pacientes com 
LMMC possuem essa mutagao. Traduz dominancia clonal 
mielomonocftica 

■ CBL -Mutagao tambem associada a dominancia clonal 
mielomonocftica, Sem evidences de associagao com 
progressao ou prognostico 

■ ASXL1 - Mutagao presente em um grande nurnero de 
pacientes com LMMC. Evidences de relagao com mau 
prognostico e com progressao para LMA 

■ RUNX1 - Mutagao encontrada em 25% dos pacientes com 
LMMC. Evidences de relagao com progressao para LMA 

■ EZH2- Mutagao associada com mau prognostico 

■ NRAS/fCRAS - Sem significado para prognostico clfnico 

Fonte: Hoffman e colaboradores . 4 

Analises de anormalidades cromossomicas e de 
muta^oes genicas multivariadas igualmente tem de- 
sempenhado importante papel na avalia^ao da so- 
brevida e da progressao para LMA. A partir dessas 


altera^oes cromossomicas e genicas, permite-se, 
atualmente, revelar tres situates citogeneticas que 
determinam tambem tres categorias de risco: a) 
baixo risco consider a aqueles pacientes com cario- 
tipo normal ou dele^ao do cromossomo Y como 
unica anormalidade; b) alto risco esta associado a 
presenga de trissomia do cromossomo 8, anormali¬ 
dades no cromossomo 7 ou cariotipo complexo; c) 
risco intermediary esta relacionado com outras 
anormalidades. Nesse espectro, a sobrevida media 
de pacientes distribuidos nesses tres subgrupos e de 
37,11 e 18 meses, respectivamente. 

Diagnostico da LMMC 

O diagnostico da LMMC envolve varios parametros 
observacionais, incluindo avalia^ao do esfregag:o do 
sangue periferico, aspirado (mielograma) e biopsia 
de medula ossea e analise citogenetica e molecular. 

No sangue periferico, observa-se uma mono- 
citose persistente, com contagem de monocitos 
superior a 1.000/p.L. Blastos e outros precursores 
mieloides tambem podem estar presentes (mielo- 
blastos, monoblastos e pro-monocitos); a quanti- 
dade dessas celulas determina dois subgrupos, 
denominados de LMMC-1 (blastos < 10%) e 
LMMC-2 (blastos > 10% e < 20%). A presen^a de 
disgranulopoiese tambem e achado obrigatorio 
como criterio diagnostico (Tabela 11.12). 


TABELA 11.12 Criterios diagnosticos da leucemia mielomonocftica cronica 18 

AVALIAQAO 

ACHADOS 

TIPO DE RECOMENDA^AO 

Sangue Periferico 

Monocitos > 1000/pL 

Presenga de disgranulopoiese {e criterio diagnostico) 

Contagem de blastos {mieloblastos, monoblastos e pro-monocitos) - 
diferenciagao entre LMMC-1 {blastos <10%) e LMMC-2 {blastos >10% e < 20%) 
Precursores neutrofflicos: 

LMMC <10% 

LMC > 10% 

Obrigatorio 

Medula Ossea 

Displasia em uma ou mais celulas da linhagem mieloide 

Contagem de blastos (mieloblastos, monoblastos e pro-monocitos) - 
diferenciagao entre LMMC-1 e LMMC-2 

Obrigatorio 

BCR-ABL negativo 

[ Exclusao de LMC 

Obrigatorio 

PDGFRAou PDGFRB 
rearranjo 

Exclusao de neoplasias mieloides e linfoides com presenga de eosinofilia 

Obrigatorio na presenga de 
eosinofilia 

Biopsia de medula 
ossea 

Pesquisa CD34+, avaliagao da celularidade, fibrose 

Exclusao de outros disturbios com presenga de monocitose 

Recomendado 

Citogenetica 

Pesquisa de anormalidades cromossomicas adquiridas associadas ao 
diagnostico e prognostico 

Recomendado 


Imunofenotipagem 

Confirmagao de linhagem monocftica (CD33+/CD13+) em celulas do sangue 
periferico e medula ossea 

Pesquisa de CD56+ 

Sugerido 

FISH 

Pesquisa de anormalidades cromossomicas 8-, 7-, del (7q) 

Sugerido 

Anaiise de mutagao 
em genes candidates 

Pesquisa de mutagoes somaticas que permitam condusao diagnostica e 
prognostica 

TET2, CBL, ASXL1, RUNX J, 
EZH-2 
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As altera^oes citogeneticas clonais ou muta- 
9 oes somaticas presentes em celulas mieloides 
confirmam o diagnostico de LMMC, sendo que 
devem ser obrigatoriamente BCR-ABL negativos. 
Por outro lado, a ausencia de anormalidades clo¬ 
nais determina diagnostico incerto, especialmen- 
te nos casos de LMMC-1, em que a contagem de 
blastos, tanto no sangue periferico como na me- 
dula ossea, e baixa (inferior a 10%) (Tabela 
11 . 12). 25 

Germing e colaboradores, 4 - 35 analisando pa- 
cientes com LMMC-1 e LMMC-2, evidenciam so¬ 
brevida media de 20 e 15 meses, respectivamente, 
e risco de progressao para LMA maior nos pacien- 
tes do segundo grupo (LMMC-2). Such e colabo¬ 
radores 50 identificaram varios fatores prognosti¬ 
cs laboratoriais, como numero de blastos no 
sangue periferico e na medula ossea, contagem 
global de leucocitos (WBC, do ingles white blood 
cell count), concentrat^ao da hemoglobina, conta¬ 
gem de plaquetas e risco citogenetico espedfico 
para LMMC, independentemente da clinica 50 
(Quadro 11.13). 


QUADRO 11.13 Fatores prognosticos 
laboratoriais independentes na leucemia 
mielomonodtica cronica 


■ Blastos- Diagnostico diferencial entre LMMC-1 (< 10%) e 
LMMC-2 {10-19%) 

■ WBC - Diagnostico diferencial entre mielodisplasias-l/fce 
{< 13.000/gL) e mieloproliferativas-/iJte (> 13.000/pL) 

■ Hemoglobina - Anemia grave pode estar envolvida com 
expansao clonal e consequente progressao da doenga 

* Plaquetas - Trombocitopenia pode estar envolvida com 
expansao clonal e consequente progressao da doenga 

■ Risco citogenetico especifico LMMC -Anormalidade no 
cromossomo 7 e cariotipo complexo - mau prognostico 

Fonte: Such e colaboradores . 50 

Leucemia mieloide cronica atipica - 
BCR-ABL 1 negativo (LMCa) 

A incidencia da LMCa e muito rara, aproximada- 
mente 1 caso/1 milhao/pessoas/ano, quando com- 
parada com outras SMDs/NMPs, principalmente 
a LMMC. As manifesta^oes clinicas mais comuns 
incluem sintomas sistemicos, na maioria das vezes 
associados a falha medular e esplenomegalia. Ba- 
sicamente, pode-se observar no esfrega 90 do san¬ 
gue periferico leucocitose a custa de neutrofilia, 
disgranulocitopoiese, presen^a de granulocitos 
imaturos e precursores eritroides (rea^ao leucoe- 
ritroblastica) (Figura 11.29). Verifica-se ainda, ao 


analisar os achados descritos, que o diagnostico 
diferencial podera ser necessario entre LMCa, fase 
inicial hipercelular da mielofibrose e leucemia 
neutrofllica cronica (LNC) e que a conclusao pode 
ser, muitas vezes, muito dificil. Nesses casos, um 
importante valor agregado e a ausencia das muta- 
9 oes JAK2 e MPL na LMCa, porem presentes e fa- 
zendo parte das principals causas geneticas nas 
NMPs. Ja no diagnostico diferencial da LNC, a 
propor^ao de neutrofilos imaturos na circula^ao 
pode ser fator decisivo, sendo maior que 10% na 
LMCa e menor que 10% na LNC. 25 

Em aproximadamente um ter^o dos portado- 
res de LMCa, pode ser encontrada a muta^ao 
TET2, em 8%, a muta^ao CBL e em 13%, EZH2, 
todas tipicas da LMMC (Quadro 11.12), confir- 
mando a possibilidade de sobreposi^ao das duas 
entidades. Um importante passo a ser esclarecido 
e a identifica 9 ao da muta 9 ao genica responsavel 
pela presen 9 a de precursores mieloides no sangue 
periferico, caracteristica essa tipica da LMCa e au- 
sente na LMMC. 25 ’ 5153 

Analises multivariadas determinaram como 
fatores prognosticos independentes, quanto a so- 
brevida, idade, concentra 9 ao da hemoglobina e 
leucometria global (Quadro 11.14). 54 55 A associa- 
9 ao de idade maior que 65 anos e leucometria aci- 
ma de 50.000 leucocitos/pL demonstrou, em estu- 
do recente, redu 9 ao da sobrevida, dependencia de 
transfusoes sanguineas, pred^ao de esplenome¬ 
galia e transforma 9 ao leucemica. 54 


QUADRO 11.14 Fatores prognosticos 
independentes associados a sobrevida na LMCa 


■ Idade superior a 65 anos 

■ Hemoglobina < 10 g/dL 

■ Leucometria global > 50.000 leucocitos/pL 

Podem ser encontradas variantes na LMCa: a) 
sindrome da condensa 9 ao cromatinica anormal, 
(SCCA, do ingles syndrome abnormal chromatin 
clumping), a qual apresenta intensa condensa 9 ao 
cromatinica em nucleos de neutrofilos e de eritro- 
blastos (Figura 11.29D). Embora seja uma varian- 
te, o comportamento nao tern mostrado diferente 
prognostico ou desfecho; b) SMD/NMP associada 
a t(8;9)(p22;p24). Ocorre a fusao entre os genes 
JAK2 e PCM1 e, ainda que muitos desses casos 
apresentem eosinofilia intensa, sendo classifica- 
dos como leucemia eosinofllica cronica, metade 
deles possui um quadro tipico de LMCa. 56 












292 Hematologia laboratorial: teoria e procedimentos 



F1GURA 11.29 Sangue periferico e medula ossea de pacientes com LMCa, BCR-ABL negativo. (A) Esfregago 
de sangue periferico mostrando leucocitose, metamielocitos (acima), neutrofilos displasicos (abaixo e a 
esquerda) (coloragao MGG/400x). (B) Sangue periferico: polilobocitos (centro); eritrocito com inclusao 
citoplasmatica - corpusculos de Howell-Jolly (acima); plaquetas gigantes e eritrocitos com policromatofilia 
(esquerda (colora^ao de MGG/1.250x). (C) Aspirado de medula ossea com hiperplasia granulocitica e hipoplasia 
eritroide; neutrofilos maduros agranulares e com anormalidades de segmentagao (coloragao MGG - 640x). 

(D) Smdrome da condensagao cromatinica anormal; sangue periferico com leucocitose, granulocitos imaturos e 
neutrofilos com condensagao cromatinica anormal (coloragao MGG - 1.250x). 


Fonte: Cozzola e colaboradores. 2S 


Portanto, o prognostico e a sobrevida de pa¬ 
cientes com LMCa sao pobres, nao havendo, ate o 
momento, medicamentos que determinem uma 
mudan^a no desfecho desses pacientes. Por esse 
motivo, o transplante de medula ossea alogenico 
pode ser uma alternativa, desde que possivel. 

Anemia refrataria com sideroblastos 
em anel associada a intensa 
trombocitose (ARSA-T) 

Essa neoplasia, embora possua caracteristicas de 
uma anemia refrataria com sideroblastos em anel 
(ARSA), ou seja, uma SMD, difere dessa por apre- 
sentar uma trombocitose intensa e persistente. 
Deve ser distinguida primariamente da TE e da 
ARSA; a primeira nao apresenta sideroblastos em 
anel na medula ossea, e a segunda nao versa com 


trombocitose. Somente esses dois criterios ja po- 
dem ser considerados suficientemente confiaveis 
para o diagnostico de ARSA-T (Quadro 11.15). 
Aspectos morfologicos do sangue periferico e da 
medula ossea em pacientes com ARSA-T podem 
ser vistos na Figura 11.30. 25 


QUADRO 11.15 Criterios diagnosticos da OMS 
para diagnostico de ARSA-T 


■ Anemia refrataria associada a diseritropoiese e 15% ou mais 
de sideroblastos em anel {MO} 

■ Menos de 5% de blastos (MO) 

* Contagem de plaquetas igual ou maior que 450.000/pL 

■ Presen^a de megaeariocitos atipicos, similar ao observado na 
NMP BCR-ABL negativo/TE 

■ Ausencia das seguintes alteragoes cromossomicas: del(Sq), 
t{3;3)(q21;q26), mv{3){q21;q26} 

Fonte: Cozzola e colaboradores . 25 











Neoplasias hematologicas: leucemias e linfomas 293 


r>o & 


„ £*»».Vg Oor°„. 

cPaO itbr 



u o oo 

Oa ^ ^ O « 

I Qft <50 


rt o-< 

$<pr 

OX**- 


:.o 


o 


©*« <*»C3o°O w 

0*0 £?£o£S0*°O 

i/I-O O O O qO % ffetii wS( 

OoS-%®° 

a 

A flO AYrt 




Ovo <$> ~y -« 

3Pr\JOo OH 





► 

1 

H0 

vr 

T 

1 





t 







• . 

* 


3 * 
* 






.t 






FIGURA It.30 Aspectos morfologicos no sangue periferico e na medula ossea de pacientes com ARSA-T. 
(A) SP com trombocitose (coloragao MGG - I.OOOx). (B) MO com megacariocitos atipicos (coloragao 
MGG/500x). (C) MO mostrando hiperplasia eritroide megaloblastica (colora00 MGG - I.OOOx). (D) MO com 
sideroblastos em anel (coloragao de azul da Prussia - Peris - I.OOOx). 


Fonte: Cozzola e colaboradores . 25 


Aspectos citogeneticos e 
moleculares na ARSA-T 

O que se observa na ARSA-T, como na ARSA, e 
uma elevada expressao de ALAS2 (acido delta- 
-aminolevullnico sintase-2) e uma diminuigao do 
ABCB7 (ATP binding cassete transporter ) em ce- 
lulas CD34-. Alguns estudos demonstraram que 
de 58 a 79% dos pacientes com ARSA-T carregam 
mutagao JAK2 ou MPL em granulocitos circulan- 
tes, mutagoes essas ausentes em pacientes com 
ARSA. Mutagoes TET2 tambem foram encontra- 
das em alguns casos, e alguns deles associados a 
mutagao JAK2 (V617F), determinando, de forma 
substancial, o carater ambiguo dess a entidade, ou 
seja, caracteristicas mielodisplasicas e mieloproli- 
ferativas, concomitantes, tanto em nivel molecu¬ 
lar quanto morfologico. Esses fatos tambem suge- 
rem que a ARSA-T pode se desenvolver a partir de 
uma ARSA apos a aquisigao de uma mutagao so¬ 
matica )AK2, MPL ou qualquer outra ainda nao 
observada 57 59 (Figura 11.31). 


M utagao 


Mutagao 

somatica 


somatica 

SF3B1 


JAK2 ou MPL 


\ \ 


Celula 

hematopoietica 

normal 


ARSA 

(SMD) 


ARSA-T 

(SMD/NMP) 


FIGURA 11.31 Patogenese da ARSA-T. 
Combinagao das mutagoes SF3B1 e JAK2 ou MPL A 
mutagao SF3B1 (fator de splicing de RNA 3B, 
subunidade 1) provoca sobrecarga de ferro, 
eritropoiese ineficaz, anemia e diseritropoiese 
na ARSA. Subsequente sobreposigao da mutagao 
somatica adquirida JAK2 ou MPL inclui aspectos 
mieloproliferativos, entre os quais trombocitose. 


Fonte: Cozzola e colaboradores . 25 
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:: LEUCEMIAS MIEL01DES AGUDAS (LMAS) 

As LMAs compoem um grupo de doen^as neopla- 
sicas que se desenvolvem na medula ossea, podem 
ocorrer em qualquer idade, tendo, no entanto, 
uma maior incidencia em adultos. 

Apresentam caracteristicas clinicas semelhan- 
tes, embora as causas citogeneticas e morfologicas 
sejam diferentes, pois a linhagem e o grau de matu- 
ra^ao/diferencia^ao das celulas mieloides afetadas 
sao variaveis. 11 A prolifera^ao blastica leucemica na 
medula ossea e um achado comum, determinando 
substitui^ao e supressao do tecido hematopoietico 
normal, com consequentes citopenias no sangue 
periferico (anemia, trombocitopenia e neutrope¬ 
nia, entre outras), as quais sao responsaveis pelas 
principals manifesta^oes clinicas da doen^a. 11 A 
analise do aspirado de medula ossea exibe, na 
maioria dos casos, um aspecto hipercelular com a 
contagem de blastos superior a 20%. Excepcional- 
mente, a medula ossea pode ser hipocelular; no en- 
tanto, a proliferaifao blastica esta presente. Megaca- 
riocitos estao diminuidos ou ausentes. 

Nos ultimos anos, muitas ferramentas tern 
sido agregadas para o diagnostico das leucemias 
agudas. Entretanto, a porcentagem de blastos no 
sangue periferico e na medula ossea (20% ou 
mais) permanece ainda, na pratica, a principal de- 
las. A determina^ao da quantidade de blastos deve 
vir, preferencialmente, de uma contagem de pelo 
menos 200 celulas no sangue periferico e 500 ce¬ 
lulas na medula ossea, utilizando-se os criterios 
de identifica^ao dessas celulas propostos pelo In¬ 
ternational Working Group on Morphology of 
Myelodysplastic Syndrome -1WGMMS. A substi- 
tui^ao da avalia<;ao morfologica visual da lamina 
corada pela citometria de fluxo, utilizando o 
CD34 como marcador, nao e recomendada pelo 
fato de que nem todos os blastos leueemicos ex- 
pressam esse marcador e ainda porque hemodi- 
lui$ao e outros artefatos podem produzir resulta- 
dos equivocados. 5 ’ 6 Porem, em algumas situates 
especificas, pela presen^a de anormalidades gene- 
ticas, o diagnostico pode ser firmando indepen- 
dentemente da contagem de blastos. 6 Algumas 
muta^oes genicas ja estao devidamente reconheci- 
das como causas de LMAs, tais como NPM1, CEBPA, 
FLT3, RUNX1, KIT, WT1 e GATA na associa^ao 
com a trissomia do cromossomo 21 (sindrome de 
Down). 8 

Uma leucemia mieloide aguda pode ser pri- 
maria, ou seja, sem uma doen^a tumoral hemato- 


logica previa, ou oriunda de alguma neoplasia 
mieloide (mielodisplasias e neoplasias mieloproli- 
ferativas). A presen^a de doen^a extramedular e 
um achado bastante comum (infiltra^ao de orgaos 
e tecidos como ba<;o, figado, hiperplasia gengival, 
pele e sistema nervoso central, entre outros) e, em 
grande parte das vezes, nessa situa^ao, o prognos¬ 
tic e reservado. A instala^ao pode ser rapida ou 
insidiosa. 8 

A analise citogenetica e a imunofenotipagem 
para o estabelecimento do cariotipo e identifica- 
^ao da linhagem e do grau de matura^ao/diferen- 
cia^ao da celula afetada, respectivamente, sao in- 
dispensaveis, pois estao associadas diretamente 
com o tratamento, prognostic e acompanhamen- 
to dos pacientes. 8 As metodologias mais utilizadas 
para esse fim, alem do cariotipo convencional, sao 
a rea^ao em cadeia da polimerase em tempo real 
(RT-PCR) e/ou hibridiza^ao fluorescente in situ 
(FISH), uma vez que esses duas permitem detectar 
anormalidades submicro scopicas nao demonstra- 
veis pelo metodo citogenetico convencional. 8 

Os principais sinais e sintomas clinics que 
possam indicar a hipotese de uma leucemia mie¬ 
loide aguda sao febre, sangramentos (do tipo epis- 
taxe, petequias e equimoses) e sinais de anemia 
(cansa^o e prostra^ao, entre outros), constituindo 
a triade de base para essas doen^as. Laboratorial- 
mente, a triade inicial para as leucemias agudas, 
independentemente da presen 9 a de blastos no 
sangue periferico, e anemia, neutropenia e trom¬ 
bocitopenia. Portanto, todas as vezes que um he- 
mograma apresente esses achados, nao deve ser 
descartada a possibilidade de uma leucemia agu¬ 
da, em uma fase pre-leucemica ou subleucemica, 
ou seja, fase em que a doen 9 a ja se encontra insta- 
lada na medula ossea, porem, sem a presen 9 a de 
blastos circulantes. Nessa situa 9 ao, o exame da 
medula ossea torna-se obrigatorio para o diagnos¬ 
tico definitivo. 

A anemia, habitualmente, e normocitica e 
normocromica ou hiporregenerativa. A presen 9 a 
de eritroblastos no sangue periferico e um achado 
comum. 5 A trombocitopenia, geralmente, esta 
presente ao diagnostico, com contagem abaixo de 
50.000 plaquetas/pL, em aproximadamente 50% 
dos casos. A contagem global de leucocitos encon¬ 
tra-se, geralmente, acima de 25.000 leucocitos/pL, 
porem abaixo de 100.000 leucocitos/pL. No en- 
tanto, leucocitose acima de 100.000 leucocitos/pL 
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pode ocorrer, como tambem contagem de leucoci- 
tos dentro dos valores de referenda e, em situa¬ 
tes menos comuns, leucopenia. 5 A presenga de 
blastos e variavel, sendo, no entanto, maior que 
20% na contagem diferencial, podendo chegar, em 
alguns casos, a 90% ou mais. Um achado hemato- 
logico possivel e a presenga, especificamente nos 
blastos e pro-mielocitos, de bastonetes de Auer, 
que sao estruturas citoplasmaticas na forma de 
bastoes e de coloragao purpura, derivadas dos 
granulos azurrofilos (granulos ricos em mielope- 
roxidase) e, portanto, caracterizam a origem mie- 
loide desses blastos (Figura 11.32). 



FIGURA 11.32 Indusoes citoplasmaticas na 
forma de bastonetes e de Colorado purpura 
denominadas de bastonetes de Auer (setas). 


A classificagao atualmente mais aceita para as 
leucemias mieloides agudas e aquela propostapela 
Organizagao Mundial da Saude (OMS) - 2008, 8 
na qual sao considerados os achados morfologi- 
cos, citogeneticos e imunofenotipicos para a estra- 
tificagao ou o agrupamento dessas doengas (Qua¬ 
dra 11.16). 

A medida que as anormalidades geneticas fo- 
ram sendo conhecidas e incorporadas nos estudos 
das leucemias agudas, permitiu-se estabelecer a 
relagao dessas alteragoes com os achados cllnicos 
e morfologicos, com o comportamento da doenga 
e com a avaliagao prognostica de remissao e so- 
brevida. Dessa forma, apesar do diagnostico ini- 
cial desse grupo de doengas ser ainda dependente 
de achados morfologicos no hemograma e na me- 
dula ossea, a classificagao dessas doengas tern so- 
frido modificagoes importantes, observando-se 
cada vez mais, os aspectos geneticos em detrimen- 
to dos achados morfologicos. Esse fato tambem 
tern possibilitado melhor compreensao dos meca- 
nismos envolvidos nessas neoplasias e, como con- 
sequencia, a disponibiliza^ao de novos recursos 
terapeuticos, tendo em vista o reconhecimento de 
alvos moleculares especificos para o desenvolvi- 
mento de novos medicamentos. Por esse motivo, a 


QUADR011.16 Classificagao das leucemias 
mieloides agudas - relagao com a classificagao FAB 


Leucemias mieloides agudas com anormalidades 
geneticas recorrentes 

■ LMA com t{8;21){q22;q22) - RUNX1 - RUNX1T1 

■ LMA com inv(16)(p13.1;q22) ou t(16;6)(p13.1;q22) - CBFB 

-MYH11 

■ LMA/LPA {pro-mielocitica aguda) com t{15;17}{q22;q12) - 

PML - RARa 

■ LMA com t{9; 11 ){p22;q23) - MLLT3- MLL 

■ LMA com t{6;9){p23;q34) - DEK- NUP214 

■ LMA com inv(3){q21 ;q26.2) ou t{3;3)(q21;q26.2) - RPN1 - EVI1 

■ LMA (megacarioblastica) com t(1 ;22){p13;q13) - RBM15- 

MKL1 

Classificagao ou entidade provisoria 

■ LMA com mutagao NPM1 

■ LMA com mutagao CEBPA 

Leucemias mieloides agudas com alteragdes 
relacionadas a mielodisplasias 

Neoplasias mieloides agudas relacionadas a tratamento 
(t-L/WA) 

Leucemias mieloides agudas nao especificadas 
separadamente (NOS, do ingles not of/ierwisespec/fied} 

■ LMA com diferenciagao minima 

■ LMA sem diferenciagao 

■ LMA com maturagao 

■ Leucemia mielomonodtica aguda 

■ Leucemia monoblastica/monodtica aguda 

■ Leucemia eritroide aguda 

- Leucemia eritroide pura 

- Eritroleucemia {eritroide/mieloide} 

■ Leucemia megacarioblastica aguda 

■ Leucemia basofilica aguda 

■ Panmielose aguda com mielofibrose 

Sarcoma mieloide 

Proliferagoes mieloides relacionadas com sindrome de Down 

■ Mielopoiese anormal transitoria 

■ Leucemia mieloide associada a sindrome de Down 

Fonte: Vardman e colabor adores . 8 

classificagao franco-americana-britanica (classi¬ 
ficagao FAB), baseada principalmente nas carac- 
teristicas morfologicas das celulas blasticas leuce- 
micas, podera ser, em curto ou em medio prazo, 
abandonada. 

As principals alteragoes genicas presentes nas 
LMAs sao responsaveis pela produgao de fatores 
de transcrigao associados aos processos de proli- 
feragao e maturagao das celulas mieloides. A des- 
coberta da importancia das mutagoes genicas pre¬ 
sentes na leucemogenese permitiu a identificagao 
ou o diagnostico de LMAs citogeneticamente nor¬ 
mals. 60 - 63 
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Leucemias mieloides agudas com 
anormalidades geneticas recorrentes 

Nesse grupo de LMAs, LMA t(8;21)(q22;q22) - 
RUNX1-RUNX1T1, LMA inv(16)(pl3.1;q22) ou 
t(16;6)(pl3.1-q22) - CBFB-MYH11 e LMA/LPA 
t(15;17)(q22;ql2) - PML-RARct, o diagnostico 
pode ser firmado apenas pela presen^a dessas mu¬ 
tates, independentemente de o numero de blas- 
tos ser igual ou superior a 20% no sangue periferi- 
co e na medula ossea. No entanto, para as demais 
anormalidades desse grupo, a contagem de blastos 
igual ou superior a 20% se faz necessaria. 8 

Uma controversa e importante dificuldade 
observada nesse grupo e quando ha presen^a de 
proliferate blastiea mieloide associada a muta- 
9 ao BCR-ABL (Phi), pois os criterios de exclusao 
de LMC previa em crise blastiea nao sao convin- 
centes. Por esse motivo, a muta^ao BCR-ABL nao e 
reconhecida como causa primaria de LMA. 8 

As mutates que comprometem os genes NPM1 
e CEBPA estao colocadas como entidades proviso- 
rias pelo fato de serem frequentemente acompanha- 
das por outras anormalidades genicas, entre as quais 
e, particularmente, as que envolvem o gene FLT3. 

Leucemias mieloides agudas com 
alteraqoes relacionadas a mielodisplasias 

Esse grupo foi inicialmente colocado na classifica- 
<;ao da OMS para que fosse possivel a inclusao dos 
casos de LMAs caracterizados como SMD -like, os 
quais apresentam anormalidades citogeneticas 
com prognostico desfavoravel, multirresistencia a 
medicamentos, baixa resposta terapeutica e displa- 
sias de celulas sanguineas observadas em duas ou 
mais linhagens e em pelo menos 50% das celulas. 
Os criterios de inclusao para esse grupo de leuce¬ 
mias foram expandidos: (1) contagem de blastos 
igual ou superior a 20% no sangue periferico ou 
medula ossea; (2) historico de SMD ou SMD/NMP 
previa; (3) achados citogeneticos relacionados. 8 

De modo controverso, alguns estudos tern de- 
monstrado a presen^a de displasias em duas ou mais 
celulas sanguineas como importante fator prognos¬ 
tico isolado, 64 - 65 enquanto outros estudos apontam a 
necessidade da associate desses achados com a ob- 
servato de anormalidades citogeneticas. 66 - 67 

Neoplasias mieloides agudas relacionadas 
a tratamento (t-LMA) 

Esse grupo esta associado ao desenvolvimento de 
LMA em pacientes com SMD, SMD/NMP trata- 
dos com agentes alquilantes e/ou radia^ao, assim 


como inibidores da topoisomerase II, nao haven- 
do, no entanto, interesse na estratifica^ao ou sub- 
divisao desses grupos na pratica. Podem ser deno- 
minados de t-LMA, t-SMD ou t-SMD/NMP, 
dependendo do numero de blastos presente s. Tern 
sido demonstrado tambem que aproximadamente 
90% dos pacientes submetidos a esses tipos de tra¬ 
tamento e que desenvolvem t-LMA possuem 
anormalidades citogeneticas identicas aqueles que 
possuem LMA com anormalidades geneticas re¬ 
correntes, devendo, nesses casos, portanto, serem 
classificados no ultimo grupo. 

Exceto nos pacientes com t-LMA associada 
com inv(16)(pl3.1;q22), t(16;16)(pl3.1;q22) ou 
t(15;17)(q22;ql2), pacientes com neoplasias mie¬ 
loides relacionadas a tratamento possuem resulta- 
do terapeutico significativamente pior quando 
comparados com LMAs com as mesmas anorma¬ 
lidades geneticas, sugerindo, dessa forma, carac- 
teristicas biologicas diferentes entre os tipos. 68 - 70 
Embora muitos mecanismos patogenicos ja este- 
jam descritos, algumas questoes ainda nao estao 
claras, entre elas, por que apenas um pequeno 
grupo de pacientes que recebe esses tipos de trata¬ 
mento desenvolve leucemia, e a grande maioria 
nao? Nesse grupo da t-LMA, e recomendado que a 
anormalidade citogenetica presente acompanhe a 
descri^ao diagnostica. 8 

Leucemias mieloides agudas nao 
especificadas separadamente (NOS) 

As leucemias mieloides agudas nao especificadas 
separadamente (NOS, do ingles not otherwise spe¬ 
cified) estao divididas em subgrupos, levando-se 
em considerai;ao, principalmente, as caracteristi- 
cas morfologicas. Possuem, por esse motivo, es- 
treita rela^ao com a classifica^ao FAB, ou seja, in- 
cluem os principais tipos morfologicos dessa 
ultima: leucemia mieloide aguda com pouca dife- 
rencia^ao (M0) - leucemia mieloide aguda com 
diferencia^ao minima (OMS); leucemia mieloide 
aguda sem diferencia^ao ou indiferenciada (Ml) 
- leucemia mieloide aguda sem diferencia^ao 
(OMS); leucemia mieloide aguda com diferencia- 
<fao ou diferenciada (M2) - leucemia mieloide 
aguda com matura^ao (OMS); leucemia mielomo- 
nocftica aguda (M4) - leucemia mielomonocftica 
aguda (OMS); leucemia monoblastica (M5a)/mo- 
nodtica (M5b) aguda - leucemia mieloblastica/ 
monodtica aguda (OMS); eritroleucemia (M6) - 
leucemia eritroide aguda/leucemia eritroide pura/ 
eritroleucemia (OMS); leucemia megacarioblastica 
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aguda (M7) - leucemia megacarioblastica aguda 
(OMS) (Tabela 11.13). Encontram-se descritas 
ainda na classifica^ao da OMS, no grupo das leu¬ 
cemias mieloides agudas nao especificadas sepa- 
radamente, a leucemia basofilica aguda e a pan- 
mielose aguda com mielofibrose. 

Compreendem atualmente apenas 25 a 30% 
de todos os casos de LM A e com continuo decres- 
cimo, a medida que novos subgrupos geneticos 
sao descobertos. 6 As discussoes que envolvem a 
manuten^ao da nomenclatura FAB juntamente 
com a classifica^ao da OMS sao intensas. Porem, 
no momento, ha consenso entre os membros do 
Myeloid and Acute Leukemia Clinical Advisory 
Committee (CAC), comite responsavel pela revi- 
sao e nova classificat^ao da OMS, de que apenas o 
subgrupo NOS seja utilizado, tendo como percep- 
9 ao que novas anormalidades geneticas poderao 
ainda ser descritas. 


TABELA 11 .13 Leucemias mieloides agudas nao 
especificadas separadamente (NOS): rela^ao do 
grupo 0MS/NOS com a dassificagao FAB 

NOS (0MS-2008) 

CLASS 1 FI CA^AO FAB 

LMA com diferencia^ao 
minima 

MO - LMA com pouca 
diferenciagao 

LMA sem diferenciagao 

Ml - LMA sem diferenciagao/ 
indiferenciada 

LMA com matura^ao 

M2 - LMA com diferenciagao/ 
diferenciada 

Leucemia mielomonocitica 
aguda 

M4- Leucemia 
mielomonocitica aguda 

Leucemia monoblastica/ 
monocitica aguda 

M5 - Leucemia monoblastica 
(M5a)/monodtica aguda (M5b) 

Leucemia eritroide aguda 

■ Leucemia eritroide pura 

■ Eritroleucemia {eritroide/ 
mieloide) 

M6 - Eritroleucemia 

Leucemia megacarioblastica 
aguda 

M7 - Leucemia 
megacarioblastica aguda 

Leucemia basofilica aguda 


Panmielose aguda com 
mielofibrose 



Fonte: Vardman e colaboradores . 8 

Sarcoma mieloide 

Esse tipo de neoplasia, conhecido anteriormente 
como sarcoma granulocitico ou cloroma, caracte- 
riza-se pela presen^a de prolifera^ao blastica ex- 
tramedular de uma ou mais linhagens mieloides, 


modificando a arquitetura normal do tecido ou 
organ envolvido. Embora qualquer tecido ou or- 
gao possa ser afetado, compromete principal- 
mente o trato gastrintestinal, os linfonodos e os 
ossos. 6 Com muita frequencia, esta associado 
com a presen^a previa de LMA, sendo, nesses ca¬ 
sos, considerado como tal, sua manifesta^ao pode 
preceder as manifesta^oes do sangue periferico e 
da medula ossea. Os achados morfologicos, cito- 
geneticos e fenotipicos permitirao a aloca^ao en¬ 
tre os subgrupos de LMA ja conhecidos e descri- 
tos. Pode ser entendido tambem como falha no 
tratamento de pacientes com LMA e com suposta 
remissao, evidencia de evolu<;ao para LMA em 
pacientes com diagnostico previo de SMD ou 
SMD/NMP e transformation ou crise blastica em 
portadores de NMP 8 

Proliferates mieloides relacionadas 
com sindrome de Down 

Portadores da trissomia do cromossomo 21, tam¬ 
bem conhecida como sindrome de Down, pos- 
suem um elevado risco de desenvolvimento de leu¬ 
cemias ou de neoplasias hematologicas, sendo que 
os tipos mais comuns sao a mielopoiese anormal 
transitoria (SMD) e a leucemia mieloide aguda. 
Em ambos os casos, os achados clinicos, morfolo¬ 
gicos, imunofenotipicos e geneticos moleculares 
sao comuns, incluindo a muta^ao GATA1, os 
quais, por si so, justificam a classifica^ao em um 
subgrupo proprio. 7173 

:: LEUCEMIAS AGUDAS BIFENOTIPICAS 
OU DE DUPLA LINHAGEM 

Pelos criterios de revisao da quarta edi^ao da 
OMS, esse grupo de neoplasias foi classificado em 
capitulo distinto das LMAs e LLAs e denominado 
de leucemia aguda de fenotipo misto ( MPAL, do 
ingles mixed phenotype acute leukemia ), sendo 
que a sua identifica^ao esta associada a presen^a 
de antigenos ou marcadores de linhagem mieloide 
e linfoide na mesma celula blastica ou a coexisten- 
cia de populates de blastos mieloides e linfoi- 
des. 23 ' 28 Embora nao seja via de regra, alguns mar¬ 
cadores como CD34, HLA-DR, CD38 e TdT 
geralmente estao expressos. A positividade para 
mieloperoxidase pode ser necessaria em alguns 
casos para distinguir de leucemia mieloide aguda 
com diferencia^ao minima, lembrando que nessa 
ultima antigenos da linhagem linfoide nao estarao 
expressos (Quadro 1L17). 8 
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QUADRO 11,17 Criterios de classificagao das 
leucemias agudas de fenotipo misto 


Linhagem mieloide 

■ Mieloperoxidase positiva {citometria defluxo, IHQ, ICQ) 

■ Diferenciagao monocitoide (pelo menos dois dos criterios: 
ENE, CDIIc, CD14, CD64, lisozima) 

Linhagem linfoide T 

■ CD3c+ {citometria de fluxo com Ac CD3 cadeias epsilon; IHQ 
com Ac polidonal para detec^ao de CD3 cadeias zeta nao 
celula-T espedfica) 

■ CD3+ membrana (raro na MPAL } 

Linhagem linfoide B 

■ CD19 fortemente expresso com pelo menos urn: CD79a, 
CD22c, CD10 

■ CD19 fracamente expresso com pelo menos dois: CD79a, 
CD22c, CD10 

IHQ, imuno-histoquimica; ICQ, imunocitoquimica; ENE, esterase 

nao especifica; Ac, anticorpo. 

Fonte: Yardman e colaboradores . 8 



:: LEUCEMIA LINFOBLASTICA 
AGUDA (LLA) 

A LLA tem como causa o acumulo de muta^oes so- 
maticas em celulas precursoras da linhagem linfoi¬ 
de B ou T (linfoblastos), levando a um descontrole 
da prolifera^ao celular, interrup 9 ao na diferencia- 
9 §o e resistencia a indu^ao apoptotica . 10 ’ 40 Em 80% 
dos casos, estao envolvidos linfocitos de linhagem 
B, sendo que a causa citogenetica mais comum e a 
transloca^ao entre os cromossomos 12 e 21 , t( 12 ; 21 ) 
(pl 3 ;q 22 ) ( TEL-AML1 ), presente aproximadamente 
em 25% dos casos em crian 9 as, Essa muta 9 ao pode 
estar presente em cerca de 10 % de recem-nascidos, 
necessitando, no entanto, de um segundo evento 
para a instala 9 ao da doen 9 a, desencadeado, prova- 
velmente, por infec 9 oes na infancia. A transloca 9 ao 
t(9;22) tambem e comum nesse grupo de leucemia, 
com um pior prognostico, levando-se em conta a 
maior dificuldade de manuten 9 ao de remissao e 
provocando, em um elevado numero de casos, a ne- 
cessidade de um transplante de medula ossea. A 
diferen 9 a prognostica da doen 9 a entre lactentes, 
crian 9 as e adultos e explicada pela diferen 9 a de 
causas citogeneticas entre esses grupos. Pode infil- 
trar o tecido linfoide periferico, o sistema nervoso 
central, bem como os testiculos. 

Representa 12 % de todos os casos de leuce¬ 
mias diagnosticadas nos Estados Unidos, sendo 
que 60% ocorrem em idades inferiores a 20 anos. 


caracterizando-se como a doen 9 a neoplasica mais 
comum abaixo dos 15 anos de idade . 5 Nessa faixa 
etaria, corresponde a aproximadamente um ter 90 
de todos os tipos de cancer e a 80% de todas as 
leucemias . 5 Em adultos, e responsavel por 20 % de 
todos os casos de leucemias agudas, com maior 
incidencia entre 30 e 40 anos . 5 

Os achados laboratoriais no hemograma, ao 
diagnostico, geralmente sao anemia, neutropenia 
e trombocitopenia. A intensidade dessas citope- 
nias, como nas LMAs, e diretamente proporcional 
ao grau de comprometimento da medula ossea 
pelas celulas blasticas leucemicas e, na maioria 
dos casos, tambem ao numero de blastos circulan- 
tes. A leucometria e variavel, podendo ser baixa, 
normal ou alta, ou seja, desde uma leucopenia 
( 1.000 leucocitos/pL) ate uma leucocitose extre¬ 
ma, acima de 150.000 leucocitos/pL . 5 

A medula ossea e hipercelular, com contagem de 
blastos superior a 20 % entre as celulas nueleadas. 

A classifica 9 ao FAB, considerando os aspectos 
morfologicos, determina tres grupos para as LLAs: 
leucemia linfoblastica aguda do tipo LI (LLA-L 1 ), 
leucemia linfoblastica aguda do tipo L 2 (LLA-L 2 ) e 
leucemia linfoblastica aguda do tipo L3 (LLA-L3). 

Leucemia linfoblastica aguda do tipo LI 
(LLA-LI) 

Caracteriza-se morfologicamente por blastos de 
pequeno tamanho (variando entre 1 a 2 vezes o 
tamanho de um linfocito pequeno), citoplasma es- 
casso e com basofilia discreta ou moderada. O nu- 
cleo e arredondado, ocupando praticamente todo 
o citoplasma (elevada rela 9 ao N/C), podendo apre- 
sentar endenta 9 oes, porem, com nucleolo geral¬ 
mente nao visivel 74 (Figura 11 .33). 

Leucemia linfoblastica aguda 
do tipo L2 (LLA-L2) 

Os blastos do tipo L 2 se apresentam com maior 
tamanho, citoplasma mais abundante e com baso¬ 
filia discreta a moderada. O nucleo possui forma 
irregular, podendo ser clivado, com nucleolo apa- 
rente, geralmente unico ou em numero de dois 
(Figura 11.34). 

Leucemia linfoblastica aguda 
do tipo L3 (LLA-L3) 

A morfologia L3 e caracterizada por celulas grandes, 
com citoplasma de moderado a abundante, porem, 
marcado com intensa basofilia e vacuoliza 9 ao. O nu¬ 
cleo ocupa grande parte do citoplasma (elevada rela- 
93.0 N/C) com nucleolo proeminente (Figura 11,35). 
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FiGURA 11.33 Linfoblastos linfoides LI. (A, B, C, D) Blastos pequenos, citoplasma escasso com elevada 
relagao N/C. (B) Presenga de restos nudeares. (C, D) Presenga de endentagao (seta). 



FIGURA 11.34 Linfoblastos L2. (A,B) Notar o maior tamanho dos blastos e o aspecto irregular do nucleo. (A) 
nucleo clivado (seta). 



FIGURA 11.35 Linfoblastos L3. Notar em (A, B t C) a intensa basofilia e vacuolizagao citoplasmatica. 
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Embora ainda os aspectos morfologicos deter- 
minem a primeira constata^ao desse grupo de 
neoplasias pela present a de blastos (linfoblastos) 
no sangue periferico e na medula ossea, apos o 
aparecimento e a utiliza^ao da citogenetica e da 
imunofenotipagem, a classifica^ao morfologica 
(FAB) vem sendo abandonada. As classifica^oes 
da OMS, tanto a primeira como a revisao de 
2008, 8 contribuiram de forma direta para que isso 
ocorresse, pois foram fundamentadas essencial- 
mente nos achados citogeneticos e imunofenotipi- 
cos. Ess a mudan^a permitiu urn maior entendi- 
mento e compreensao do comportamento clinico, 
tratamento e prognostico que caracterizam os di- 
ferentes subgrupos das neoplasias linfoides. A 
classificato OMS, revisao de 2008 8 para as neo¬ 
plasias linfoides, determina uma estratifica^ao em 
dois grandes grupos: leucemia linfoblastica/linfo- 
mas de celulas-B e leucemia linfoblastica/linfo- 
mas de celulas-T, sendo que o primeiro grupo e 
ainda subdividido em subgrupos, como mostra o 
Quadro 11.18. 


QUADRO 11.18 Criterios de classificagao das 
neoplasias do tecido linfoide 


1) Leucemia linfoblastica/linfoma de celulas-B 

■ Leucemia linfoblastica/linfoma de celulas-B NOS 

■ Leucemia linfoblastica/linfoma de celulas-B com 
anormalidades geneticas recorrentes 

■ Leucemia linfoblastica/linfoma de celulas-B com t(9;22} 

(q34;q11.2} -BCR-ABL1 

■ Leucemia linfoblastica/linfoma de celulas-B com t(v;11q23) 

- rearranjo MLL 

■ Leucemia linfoblastica/linfoma de celulas-B com t(12;21) 
(p13;q22) TEL-AML 1 (ETV6-RUNX1) 

■ Leucemia linfoblastica/linfoma de celulas-B com hiperploidia 

■ Leucemia linfoblastica/linfoma de celulas-B com hipoploidia 

■ Leucemia linfoblastica/linfoma de celulas-B com t(5;14) 
(q31;q32) IL3-IGH 

■ Leucemia linfoblastica/linfoma de celulas-B com t(1;19) 
(q23;p13.3) - TCF3-PBX1 

2) Leucemia linfoblastica/linfoma de celulas-T 

Fonte: Vardman e colaboradores . 8 

A revisao OMS-2008 8 manteve a conven^ao 
utilizada por muitos protocolos de tratamento, 
sugerindo a prefer encia da denominate de leuce¬ 
mia linfoblastica e nao linfoma linfoblastico, 
quando ha uma contagem superior a 25% de blas¬ 
tos, entre as celulas nucleadas da medula ossea, 
pelo fato de a LLA raramente apresentar uma bai- 
xa contagem dessas celulas (menor que 20%) na 
medula ossea. Nos raros casos em que a quantidade 
de blastos na medula ossea for inferior a 20% entre 


as celulas nucleadas com ausencia de doen^a ex- 
tramedular, mas demonstrando altera^oes citoge- 
neticas conhecidas recorrentes ou associadas com 
LLA, o diagnostico de LLA pode ser considerado. 
Entretanto, quando a contagem de linfoblastos na 
medula ossea for, de forma inequivoca, inferior a 
20%, tambem deve ser investigada a possibilidade 
de doen^a extramedular para a exclusao de linfo¬ 
ma linfoblastico. 

Os achados citogeneticos podem ser identifi- 
cados facilmente, na maioria das vezes, por tecni- 
cas de FISH e RT-PCR, com sensibilidade suficien- 
te para detectar anormalidades submicroscopicas. 
Tais anormalidades possuem, sabidamente, rela- 
£ao direta com o comportamento e prognostico da 
doen^a, por exemplo, na diferencia^ao entre casos 
de t(12;21)(pl3;q22) e t(9;22)(q34;q22) BCR-ABL 1 
primaria, em que a ultima, como ja comentado an- 
teriormente, tern menor resposta a quimioterapia, 
determinando, portanto, maior dificuldade de re- 
missao e, consequentemente, maior possibilidade 
de recidiva, abrindo para esses pacientes a necessi- 
dade de um provavel transplante de medula ossea. 

As leucemias linfloblasticas/linfomas de celu- 
las-T tambem apresentam anormalidades citoge- 
neticas recorrentes em 50 a 70% dos casos, sendo 
mais comuns as translocates envolvendo os loci 
(14qll.2) dos receptores a e 6 (delta) das celulas T, 
locus do receptor (5 (7q35) ou locus do receptor y 
(gama) (7pl4-15), os quais envolvem uma lista 
crescente de genes parceiros. 

A correla^ac entre a imunofenotipagem e a ci¬ 
togenetica nas neoplasias do tecido linfoide, ou 
seja, o reconhecimento da anormalidade citoge¬ 
netica das celulas tumorais pelo imunofenotipo 
tern ganhado relevancia, pois tern demonstrado 
otima sensibilidade e especificidade, alem de per- 
mitir maior rapidez no processo de identifica^ao 
de causa, levando-se em conta maior facilidade 
tecnica na executo da imunofenotipagem, prin- 
cipalmente por citometria de fluxo. 

:: LEUCEMIA LINFOClTICA CRdNICA (LLC) 

Entre as leucemias que incidem em adultos, a leu¬ 
cemia linfocitica cronica (LLC) e a mais prevalen- 
te no Ocidente, tendo, porem, baixa incidencia em 
paises do extremo Oriente. Nao foi observada as¬ 
sociate doen^a com fatores ambientais, tais 
como radiates ionizantes e agentes carcinogeni- 
cos quimicos (agrotoxicos, quimioterapicos anti- 
neoplasicos e exposi^ao funcional, entre outros). 
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Pode ter caracteristica familiar ou esporadica 
(muta^oes somaticas), sendo a segunda a mais co¬ 
mum entre elas . 5 - 11 Comprometem especifica- 
mente pessoas adultas, na grande maioria dos ca- 
sos, acima da quinta ou sexta decadas de vida, 
tendo um significativo aumento no pico de inci¬ 
dence com a progressao da idade apos os 60 anos. 
Entretanto, incide raramente em pessoas com ida¬ 
de inferior aos 50 anos . 12 

A apresenta^ao clinica dessa neoplasia e bas- 
tante heterogene a entre os individuos acometidos; 
possui sobrevida variavel de alguns meses a deca¬ 
das. Ao diagnostico, aproximadamente dois ter- 
90 s dos pacientes apresentam-se assintomaticos, 
tendo como motivo de diagnostico inicial o resul- 
tado do hemograma realizado ao acaso. Entre os 
principals sinais e sintomas clinicos da doen^a 
estao linfoadenopatias cervicais e inguinais bila- 
terais, hipertrofia das tonsilas, sinais de anemia, 
febre (pela imunossupressao - hipogamaglobuli- 
nemia, disfun^ao da imunidade celular e humoral 
e neutropenia), esplenomegalia (mais comum), 
hepatomegalia (menos comum) e, mais raramen¬ 
te, manifesta^oes associadas a trombocitopenia . 40 

Aproximadamente a metade dos portadores 
de LLC nao desenvolvera quaisquer eventos se- 
cundarios a doen^a hematologica. Por outro lado, 
a outra metade evoluira com progressao da doen- 
9 a, necessitando de a 9 ao terapeutica e tendo como 
causa de obito complica 9 oes relacionadas a ela . 75 

Laboratorialmente, caracteriza-se por linfoci- 
tose cronica relativa (acima de 70% de linfocitos 
maduros) e absoluta (acima de 5.000 linfocitos/ 
pL) persistente no sangue periferico, predominan- 
do no esfrega 90 a morfologia de linfocitos madu¬ 
ros e pequenos. No entanto, na grande maioria 
dos casos, pode haver varia 9 ao de morfologia, 
sendo, as vezes, pro-linfocitos (celulas maiores, 
com citoplasma mais abundante, nucleo com con- 
densa 9 ao cromatinica visivel, porem com nucleo- 
lo bem aparente) ou linfocitos atipicos (com cito¬ 
plasma mais abundante e cromatina mais frouxa 
ou ainda do tipo plasmocitoide). 

A presen 9 a de restos nucleares (sombras ou 
manchas de Giimprecht) e um achado bastante co¬ 
mum, resultante da fragilidade dessas celulas, as 
quais se arrebentam no momento da confec 9 ao da 
distensao sanguine a em lamina (efeito que aconte- 
ce apenas in vitro e nao in vivo), aumentando sua 
quantidade na propo^ao em que o numero de lin¬ 
focitos tambem se eleva (Figuras 11.36 a 11.39). 



FIGURA 11.36 Linfocitose em sangue periferico. 
Linfocitos pequenos e maduros. Presen 9 a de restos 
nucleares (sombras de Giimprecht - seta vermelha) 
(Colorado MGG). 



FIGURA 11.37 Linfocitose em sangue periferico. 
Linfocitos pequenos e maduros. Presen 9 a de restos 
nucleares (sombras de Giimprecht - seta vermelha) 
(Colorado MGG). 



FIGURA 11.38 Pro-linfocitos. Notar aspectos de 
condensa^ao cromatinica e preser^a de nucleoios 
evi dentes (setas) (Colorado MGG). 
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A leucometria, normalmente, encontra-se entre 
25.000 e 100.000 leucocitos/|iL, podendo, no entan- 
to, chegar a valores superiores a 300.000 leucocitos/ 
pL. A trombocitopenia e o achado mais comum, 
porem, contagens normals de plaquetas e, mais ra- 
ramente, trombocitose tambem podem ser encon- 
tradas. Anemia normocitica e normocromica pode 
estar presente, no entanto, com comprovado grau 
de variabilidade. No exame da medula os sea, deve 
estar evidente uma hiperplasia da linhagem linfoi- 
de, com o percentual de linfocitos acima de 30% 
entre as celulas nucleadas. O National Cancer Insti¬ 
tute, em 1996, e o International CLL Workshop, em 
1999, recomendam os criterios morfologicos neces- 
sarios para o diagnostic da LLC (Quadro 11.19). 76 


QUADR011.19 Criteria 
leucemia linfocitica crdnic< 
Cancer Institute e o Intern; 

as diagnostics de 

3 segundo o National 
ational CLL Workshop 


■W * 1*1 iHf tiiJH 3 Is L‘L*L’l 

1. Sangue periferico com 
contagem de 
linfocitos > 5.000/pL 

2. Marcadores de celulas B 
(CD19+, CD20+, CD23+} e 
ser CD5+ 

3. Mielograma com mais de 
30% de linfocitos maduros 

1. Sangue periferico com mais 
de 10.000 linfocitos/pL 

2. Mielograma com mais de 
30% de linfocitos maduros 

3. Linfocitos CD5+ 



Todos os criterios devem estar 
presentes 

■ Criterios 1 e 2 presentes 

■ Criterio 3 presente 

■ Contagem de linfocitos < 
10.000/pL-os criterios2 e 

3 devem estar presentes 


Fonte: Hallek e colaboradores . 76 


Pode ocorrer na LLC o desenvolvimento de 
autoanticorpos, principalmente contra eritrocitos 
(na maioria dos casos, sao imunoglobulinas anti-D), 
desencadeando nesses pacientes uma anemia he- 
molitica com teste de Coombs positivo. Anticor- 
pos contra neutrofilos e plaquetas sao tambem 
bastante comuns, podendo agravar a neutropenia 
e a trombocitopenia que geralmente ia se fazem 
presentes . 11 

Observando-se ainda os aspectos morfologi¬ 
cos dos linfocitos, a LLC pode ser classificada em 
LLC comum outipica, LLC mista, LLC com trans- 
forma^ao pro-linfocitica e LLC pro-linfocitica 

(Quadro 11.20). 


QUADRO 11.20 Principals caracteristicas 
morfologicas nos diferentes tipos de leucemia 
linfocitica cronica (aspectos morfologicos) 


■ LLC comum - Predominio de linfocitos maduros pequenos 

■ LLC mista - Propor^ao variavel de linfocitos atfpicos 

■ < 10% de pro-linfocitos 

■ LLC com transforma^ao pro-linfocitica - Pro-linfocitos > 

10% e < que 55% 

■ LLC pro-linfocitica - Pro-linfocitos > 55% 

Fonte: Hallek e colaboradores . 76 

Leucemia linfocitica comum ou classica 

Ha algumas decadas, com base nos achados do 
hemograma e nos aspectos clinicos e de sobrevida 
dos portadores de LLC, primeiramente Rai, em 
1975,77 e posteriormente Binet, em 1981, 78 estabe- 
leceram uma estratifica^ao prognostica para esses 
pacientes, embora se saibam, atualmente, limita- 
9 oes que ambas apresentam 77 - 78 (Tabelas 11.14 e 
11.15). 

Aspectos geneticos e moleculares da LLC 

Com rela^ao a linhagem celular, e uma neoplasia 
prevalentemente de linfocitos B, embora linfoci¬ 
tos T possam, eventualmente, tambem estar en- 
volvidos. Entre as altera^oes citogeneticas mais 
conhecidas, esta a dele^ao 13q (-13ql4), que e a 
mais encontrada e de prognostico mais favoravel. 
A presen^a de cariotipo normal ou trissomia 12 q 
( 12 +) determina risco intermediary e a dele^ao 
llq (-llq23) e a dele^ao 17p (17p-) as neoplasias de 
evolu^ao desfavoravel, sendo essa ultima, entre to- 
das, a de pior prognostico, pois seus portadores 
possuem notadamente ma resposta aos tratamen- 
tos convencionais e curva de sobrevida media me- 
nor. A provavel explica^ao para is so e que, no 
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TABELA 11.14 Estadiamento de Rai para leucemia linfocitica cronica 

E STAG 10 

ASPECTOS CLIN 1 COS E LABORATORIAIS 

SOBREVIDA (MESES) 

RISCO 

0 

Linfocitose apenas no sangue periferico e na medula ossea 

>120 

Baixo 

I 

Linfocitose + iinfoadenopatia 

95 

Intermediary 

ii 

Linfocitose + hepatoesplenomegalia 

72 

Intermediary 

m 

Linfocitose + anemia 
{hemoglobina < 11 g/dL) 

30 

Alto 

IV 

Linfocitose + trombocitopenia 
(plaquetas < 100.000/pL) 

30 

Alto 


Fonte: Rai e colaboradores . 77 


TABELA 11.15 Estadiamento de Binet para leucemia linfocitica cronica 

ESTAGIO 

ASPECTOS CLfNICOS E LABORATORIAIS 

SOBREVIDA (ANOS) 

a 

< 3 areas de envoivimento linfoide 

Ausencia de anemia e de trombocitopenia 

>10 

B 

> 3 areas de envolvimento linfoide 

Ausencia de anemia e de trombocitopenia 

7 

c 

Hemoglobina < 10 g/dL 

Plaquetas < 100.000/pL 

7 


Fonte: Binet e colaboradores . 78 


bra^o curto do cromossomo 17, encontra-se o 
gene da p53 , principal proteina supressora de tu¬ 
mor e indutora de apoptose celular. 40 ’ 75 ’ 79 

Embora o cariotipo convencional possa ser 
utilizado para a identifica^ao das altera^oes cito- 
geneticas, a tecnica FISH e a mais recomendada 
pelo fato de que, mesmo nos casos de baixa proli¬ 
fer a^ao celular, possibilita a identifica^ao de alte- 
ra^oes cromossomicas por utilizar celulas em 
interfase. 75 

Outro fator prognostico ou de risco relevante 
atualmente conhecido e a presen^a do estado de 
hipermuta^ao dos genes que secretam a por^ao 
variavel da cadeia pesada das imunoglobulinas 
{IgVH) em linfocitos B. Muta^oes aleatorias nes- 
sas celulas nos centros germinativos dos orgaos 
linfoides secundarios sao uma caracteristica fisio- 
logica importante e comum, partindo-se do prin- 
cipio de que a principal fun^ao do linfocito Beo 
reconhecimento de antigenos. No entanto, muta¬ 
tes somaticas aleatorias podem determinar o es¬ 
tado de hipermuta^ao em aproximadamente me- 
tade dos pacientes com LLC, sendo que esse 
achado confer e uma predi^ao de melhor prognos¬ 
tico para esses pacientes, quando comparados a 
ausencia da hipermuta^ao IgVH. Por esse motivo, 
em primeira instancia, os pacientes com LLC 


passaram a ser classificados como portadores ou 
nao do estado de hipermuta^ao IgVH, sendo esse 
considerado padrao-ouro para a avaliat^ao prog- 
nostica. 40 75 No entanto, por ser a metodologia 
empregada para esse fim muito trabalhosa e de 
dificil aplica^ao na pratica laboratorial rotineira, 
caracterizando, dessa forma, urn obstaculo, ocor- 
reu o surgimento de novos marcadores prognosti- 
cos utilizando-se metodos laboratoriais de mais 
facil execu^ao e aplica^ao (imunofenotipagem por 
citometria de fluxo) e que puderam ser correlacio - 
nados de forma confiavel com a hipermuta<~ao 
IgVH, substituindo, assim, a investiga^ao direta 
dessa condi^ao. Entre os novos marcadores, a ex¬ 
pressao da proteina ZAP-70, pertencente a familia 
das tirosinoquinases essenciais na sinaliza$ao dos 
linfocitos T, porem ausente no linfocito B normal, 
aparece como a mais importante na evidencia da 
ausencia de hipermuta^ao IgVH. O entendimento 
dessa correla^ao e de que alta expressao de ZAP-70 
e encontrada em pacientes sem a hipermuta<;ao 
IgVH , e a baixa expressao esta relacionada com a 
hipermuta^ao e, portanto, com um prognostico 
melhor (Figura 11.40). Marcadores como CD-38 
e LPL tambem obedecem a esse mesmo raciocinio, 
embora esse ultimo necessite de estudos confir- 
matorios complementares. 8081 
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FIGURA 11.40 Relagao entre a expressao de 
ZAP-70 e a presenga da hipermutagao do gene 
IgVH nas LLCs. 


Fonte: Crespo e colaboradores. 81 


Ainda dentro da avalia^ao geral prognostica 
da LLC, outros elementos, tais como tempo de du- 
plica^ao linfocitaria, padrao de infiltra^ao da me- 
dula ossea pelo tecido linfoide, desidrogenase lac- 
tica (LDH), p-2-microglobulina, timidinaquinase 
e CD23 soluvel, quando disponiveis, podem ser 
somados para determina^ao das evidencias prog- 
nosticas da LLC 75 (Tabela 11.16). 

Leucemia pro-linforitica cronica (LPC) 

Alem da diferente apresenta^o com relaifao a 
morfologia celular (contagem de pro-Iinfocitos 


superior a 55%) (Figura 11.38), nesse tipo de leu¬ 
cemia, a leucometria e geralmente mais elevada e 
a prolifera^ao linfocitaria e mais rapida, sinal de 
pior prognostico. A esplenomegalia e um achado 
frequente, porem sem linfoadenopatia. A imuno- 
fenotipagem e positiva para imunoglobulinas de 
superficie e negativa ou fracamente positiva para 
CD5. 5 

Leucemias de celulas pilosas (LCP) 

A LCP, tambem conhecida por leucemia de celu¬ 
las cabeludas (hairy cell ) ou tricoleucemia, e uma 
variante neoplasica de linfocitos B, com inciden- 
cia entre 40 e 60 anos, com franca prevalencia em 
homens (4:1). A apresenta^ao clinica e normal- 
mente composta por anemia, esplenomegalia (ra- 
ramente linfoadenopatia) e infec^oes, sendo essas 
devido a neutropenia. O achado laboratorial mais 
frequente e pancitopenia, com contagem de leu- 
cocitos raramente superior a 20.000/pL. A morfo¬ 
logia dos linfocitos e muito caracteristica, pois 
sao normalmente linfocitos grandes e com evi- 
dentes projeqoes ou franjas citoplasmaticas (Fi- 
guras 11.41 e 11.42). O exame da medula ossea 
denota, em geral, uma infiltra^ao difusa com as- 
pectos de fibrose que pode ser de leve a moderada. 
A imunofenotipagem e caracteristica, com positi- 
vidade para CD22, FMC7 e CD103, na maioria 
dos casos. 40 

A Tabela 11.17 evidencia alguns aspectos 
imunofenotipicos dos principals tipos de neopla¬ 
sias linfoproliferativas cronicas de medula ossea. 


TABELA 11.16 Fatores prognostics diversos utilizados na leucemia linfocitica cronica e sua interpretagao 


FATOR 

BOM 

INTERMEDIARY 

MAU 

Estadiamento de Rai 

0-1 

II 

III-IV 

Estadiamento de Blnet 

A 

- 

B-C 

Alteragao citogenetica 

M3q14) 

Trissomia 12 

Citogenetica normal 

(-17p) 

{-11q23) 

Hipermutagao IgVH 

Presente 

- 

Au sente 

Expressao de 2AP-70 

Baixa 

- 

Alta 

Expressao de CD-38 

Baixa 

- 

Alta 

Infiltra^ao da medula ossea 

Nodular 

- 

Difusa 

LDH 

Normal 

- 

Elevada 

B-2-microglobulina 

Normal 

- 

Elevada 

Tempo de duplicagao linfocitaria 

< 12 meses 

- 

> 12 meses 

CD 23 soluvel 

- 

- 

Elevado 

Timidinaquinase 

- 

- 

Elevada 
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FIGURA 11.41 Celulas cabeludas (linfocitos 
grandes exibindo evidentes proje0es ou franjas 
citoplasmaticas) (Colorado MGG). 



FIGURA 11.42 Celulas cabeludas (linfocitos 
grandes exibindo evidentes proje^oes ou franjas 
citoplasmaticas) (colora^ao MGG). 


TABELA 11,17 Imunofenotipo das leucemias 
linfociticas cronicas 



LEUCEMIA 

LINFOCITICA 

crOnica 

CO MUM (LLC) 

LEUCEMIA 

pr6-linfocItica 

CRONICA (LPC) 

LEUCEMIA 
DE CELULAS 
PILOSAS 
(LCP) 

IgS 

Fraca 


- 

CD5 

+ 

- 

- 

CD22/FMC7 

- 

+ 

+ 

CD23 

+ 

- 

_ 

CD79b 

- 

+ 4 - 


CD103 

- 

- 

+ 

IgS, imunoglobulinas de superflcie. 


:: LINFOMAS 

Os linfomas sao caracterizados por um grupo de 
neoplasias malignas que envolvem os linfonodos, 


podendo, muitas vezes, invadir o sangue periferi- 
co e a medula ossea. Os linfonodos sao estruturas 
encapsuladas por um tecido conectivo denso, que 
se projeta para o interior do orgao formando tra- 
beculas. A parte periferica do interior dos linfo¬ 
nodos e denominada de cortex e e altamente celu- 
lar, ao passo que a area mais central e chamada de 
medula e tem uma menor celularidade. O espa^o 
subcapsular e formado por uma rede denomina¬ 
da de seios corticais e seios medulares, dispostos 
no cortex e na medula, respectivamente. 4 ’ 11 No 
cortex periferico do linfonodo, estao localizados 
os foliculos primarios, que sao agregados esferi- 
cos de tecido linfoide e constituidos, principal- 
mente, por linfocitos pequenos, os quais sofrem 
prolifera^ao e diferencia^ao apos estimulos anti- 
genicos, formando os foliculos secundarios, tam¬ 
bem denominados de centro s germinativo s. Tan- 
to os foliculos primarios quanto o centro 
germinativo sao ocupados, em grande parte, por 
linfocitos B, caracterizando os sitios de produ^ao 
de imunoglobulinas. No centro germinativo, dois 
tipos de linfocitos B sao observados: os centro - 
blastos e os centrocitos, sendo os primeiros celu- 
las grandes e ativadas, ocupando a area mais cen¬ 
tral do centro germinativo, e os segundos, 
derivados dos centroblastos, sao celulas pequenas 
e que ocupam a zona mais apical ou periferica. 
Estao presentes tambem no centro germinativo 
os linfocitos T, com imunofenotipo compativel 
com a subpopula^ao Th2 (CD4+, CD45RO+ e 
CD57+), os quais sao ativados pela apresentaijao 
de antigenos fagocitados pela grande quantidade 
de macrofagos presentes nas paredes dos sinusoi- 
des. Alem dos macrofagos, as celulas dendriticas 
tambem se encontram presentes nos linfonodos; 
aquelas presentes nos foliculos sao as celulas den¬ 
driticas foliculares, e as presentes no cortex sao as 
celulas dendriticas interdigitais. Essas celulas de- 
sempenham um pap el na gera^ao de celulas de 
memoria, forma^ao de plasmocitos e produ^ao de 
imunoglobulinas. 

Na medula, estao localizados agregados de 
linfocitos dispostos em forma de cordoes (cordoes 
medulares), entre os quais se encontram, predo- 
minantemente, as celulas plasmaticas (Figuras 
11.43 e 11.44). 

Os linfomas podem aparecer em qualquer ida- 
de, porem sao mais comuns em adultos do que em 
crian^as e em homens do que em mulheres (pro- 
por^ao aproximada de 2:1, nesse ultimo). Clinica- 
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FIG UR A 11.43 Representagao esquematica da 
estrutura do iinfonodo. 



FIGURA 11.44 Corte histologico de um 
iinfonodo. a) centra germinativo; b) foliculos; 
c) cortex; d) capsula; e) espago subcapsular; 
f) medula (72). 


mente, manifestam-se com o aparecimento de 
linfoadenomegalia assimetrica periferica ou nao, 
sendo, em 60 a 70% dos casos, comprometidos os 
linfonodos cervicais, 10 a 15%, linfonodos axila- 
res e 6 a 12%, os linfonodos inguinais. Linfonodos 
retroperitoneais tambem podem estar envolvidos; 
nesses casos, o diagnostico e mais dificil. A doen- 
ga pode progredir por contiguidade e por meio do 
sistema linfatico, comprometendo outros linfono¬ 
dos e determinando um estagio mais avangado, 
levando-se em consideragao o numero de linfono¬ 
dos invadidos e se esses se encontram no mesmo 
lado da origem, supradiafragmatico ou infradia- 
fragmatico (sistema de estadiamento de linfomas, 
Figura 11.45). Em aproximadamente 10% dos ca¬ 
sos de linfomas, o mediastino tambem pode estar 
envolvido, alem de outros orgaos ou tecidos, como 
medula ossea, trato gastrintestinal, ossos, pul- 
moes e sistema nervoso, entre outros. 40 

Sao acrescidos ainda ao estadiamento a ausen- 
cia (A) ou presenga (B) de um ou mais dos seguin- 
tes sinais e sintomas clinicos: febre superior a 38° 
C e de origem desconhecida, sudorese noturna e 
perda de peso (> 10% do peso em seis meses). 

Embora ainda sejam classificados em linfomas 
de Hodgkin (LH) e linfomas nao Hodgkin (LNH), 
essa classificagao sofreu importantes modificagoes 
apos as revisoes de 2001 e 2008 da OMS, em que, 
alem dos aspectos morfologicos, foram incorpora- 
dos outros criterios diagnosticos, como a imunofe- 
notipagem, a genetica, a biologia molecular e os 



FIGURA 11.45 Estadiamento clinico dos linfomas: (A) Estagio i; (B) Estagio il; (C) Estagio lit; (D) Estagio IV. 


C- Estagio III 


D - Estagio IV 


Fonte: Hoffbrand e Moss. 4D 
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aspectos clinicos da doenga. Dessa forma, e possi- 
vel estratificar esse grupo de neoplasias de acordo 
com a linhagem linfocitaria envolvida, bem como a 
origem, se de celulas precursor as ou maduras. 40 - 82 
Portanto, de acordo com essa revisao, a classifica- 
gao dos linfomas ficou determ inada da seguinte 


forma: neoplasias de celulas B maduras (Quadro 
11.21); neoplasias de celulas T e NK maduras (Qua¬ 
dro 11.22); linfomas de Hodgkin (Quadro 11.23); 
neoplasias histiocitarias e dendriticas (Quadro 
11.24) e disturbios linfoproliferativos pos-trans- 
plante (DLPT) (Quadro 11.25). 


QUADRO 11.21 Neoplasias de celulas B maduras - classificagao das neoplasias linfoides 


■ Leucemia linfocftica cronica/linfoma de celulas pequenas 

■ Leucemia pro-linfocftica de celulas B 

■ Linfoma esplenico de celulas B da zona marginal 

■ Leucemia de celulas pilosas {celulas cabeludas/hairy ce//) 

■ Leucemia/linfoma de celulas B, indassificavel 

■ Linfoma I i nfop I as mocftico {macroglobulinemia de Waldestrom) 

■ Doengas de cadeias pesadas {doengas de cadeias a, Y, p) 

■ Mieloma plasmodtico (mieloma multiplo) 

■ Plasmodtoma solitario de osso 

■ Plasmodtoma extraosseo 

■ Linfoma extra nod a I da zona marginal da MALT 

■ Linfoma nodal da zona marginal 

■ Linfoma folicular 

■ Linfoma centrofolicular primario cutaneo 

■ Linfoma de celulas do manto 

■ Linfoma difuso de celulas B grandes (LDCBG) 

- Nao especificado separadamente (NOS) 


- Linfoma de celulas B grandes rico em celulas T/histiocitos 

- LDCBG EBV-positivo do idoso 

- LDCBG associado com inflamagao cronica 

■ Granulomatose linfomatoide 

■ Linfoma de celulas B grandes primario mediastinal (timico) 

■ Linfoma de celulas B grandes intravascular 

■ LDCBG primario cutaneo 

■ Linfoma anaplasico de celulas B grandes ALK-positivo 

■ Linfoma plasmoblastico 

■ Linfoma primario de efusao 

■ Linfoma de celulas B grandes originado de doenga de 
Castleman multicentrica associada a HHV-8 

■ Linfoma de Burkitt 

■ Linfoma de celulas B indassificavel, com aspectos 
intermediaries entre LDCBG e linfoma de Burkitt 

■ Linfoma de celulas B indassificavel, com aspectos 
intermediaries entre LDCBG e linfoma de Hodgkin classico 


Fonte: Campo e colaboradores. 82 


QUADRO 11.22 Neoplasias de celulas T e NK maduras - classificagao das neoplasias linfoides 


■ Leucemia pro-linfocftica de celulas T 

■ Leucemia de linfocitos T grandes e granulares 

■ Leucemia agressiva de celulas NK 

■ Doenga linfoproliferativa sistemica 

■ {EBV-positiva de celulas T da infancia - associada a infeegao 
EBV cronica ativa) 

■ Linfoma cutaneo vaciniforme {tipo hidroa) 

■ Leucemia/linfoma de celulas T doadulto 

■ Linfoma extranodal de celulas NK/T, tipo nasal 

■ Linfoma de celulas T associado a enteropatia 

■ Linfoma de celulas T hepatoesplenico 

■ Linfoma de celulas T subcutaneo paniculitiforme 

■ Micosefungoide 

■ Sfndrome de Sezary 

■ Linfoma anaplasico de celulas grandes primario cutaneo 

■ Linfoma primario cutaneo de celulas T 

■ Linfoma de celulas T Y5 primario cutaneo 

■ Linfoma de celulas T pequenas/medias {CD4+ cutaneo primario) 

■ Linfoma de celulas T perifericas, nao especificadas separadamente (NOS) 

■ Linfoma angioimunoblastico de celulas T 

■ Linfoma anaplasico de celulas grandes ALK-positivo 

■ Linfoma anaplasico de celulas grandes ALK-negativo 

Fonte: Campo e colaboradores. 82 



QUADRO 11.23 Linfoma de Hodgkin - 
classificagao das neoplasias linfoides 


QUADRO 11.24 Neoplasias histiocitarias e 
dendriticas - classificagao das neoplasias linfoides 

■ Linfoma de Hodgkin nodular com predomfnio linfocftico 

■ Linfoma de Hodgkin classico 

- Linfoma de Hodgkin classico com esderose nodular 
~ Linfoma de Hodgkin classico com riqueza linfocftica 

- Linfoma de Hodgkin classico com celularidade mista 

- Linfoma de Hodgkin classico com deplegao linfocftica 


■ Sarcoma histiocitario 

■ Histiocitose de celulas de Langerhans 

■ Sarcoma de celulas de Langerhans 

■ Sarcoma de celulas dendriticas interdigitantes 

■ Sarcoma folicular de celulas dendriticas 

■ Tumor de celulas dendriticas, nao especificado 

1 J 1 a | ■L 

Fonte: Campo e colaboradores. 82 


separadamente {NOS) 

■ Tumor de celulas dendriticas indeterminadas 

■ Tumor de celulas reticulares fibroblasticas 


Fonte: Campo e colaboradores. 82 
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QUADRO 11.25 Disturbios linfoproliferativos pos- 
transplante - classifica^ao das neoplasias linfoides 


■ Lesoes precoces 

- Hiperplasia plasmocitica reacional semelhante a 
mononudeose infecciosa 

■ DLPT polimorfica 

■ DLPT monomorfica (tipos celulares B e T/NK) 

■ DLPT do tipo linfoma de Hodgkin dassico 

Fonte: Campo e colaboradores. 82 

Linfoma de Hodgkin (LH) 

Os aspectos macroscopicos da doen 9 a foram des- 
critos primeiramente por Thomas Hodgkin, em 
1832. As caracteristicas histologicas vieram de- 
pois, principalmente pelas observances de Carl 
Sternberg, em 1898, e Dorothy Reed, em 1902, os 
quais descreveram com detalhes a presen^a de ce- 
lulas muito grandes em meio a linfocitos, sendo 
essas celulas grandes chamadas posteriormente 
de celulas de Reed-Sternberg (RS). A presen^a das 
celulas de Reed-Sternberg e suas variantes neopla- 
sicas juntamente com as celulas de Hodgkin (CH) 
e criterio morfologico obrigatorio para a caracte- 
riza^ao do linfoma de Hodgkin. As celulas de RS 
podem ser descritas morfologicamente como ce¬ 
lulas de grande tamanho, multinucleadas ou com 
o nucleo bilobado, onde se encontram nucleolos 
proeminentes e eosinofilicos. A cromatina nuclear 
que circunda os nucleolos e mais clara (vesiculo¬ 
sa), dando o aspecto a essa celula de “olho de coru- 
ja”, como e comumente conhecida (Figura 
11.46). 5 * 40 ’ 43 ’ 83 



FIGURA 11.46 Celula de Reed-Sternberg ("olho 
de coruja" - seta vermelha), e celula de Hodgkin 
(seta verde, linfoma de Hodgkin). 


E classificado, atualmente, em dois grandes 
grupos: linfoma de Hodgkin com predominance 


linfocitaria medular (5% dos casos) e linfoma de 
Hodgkin classico (95% dos casos). O LH classico 
e dividido ainda em quatro sub grupos, na seguin- 
te ordem aproximada de prevalencia: esclerose 
medular (70%), celularidade mista (20%), deple- 
9 ao linfocitaria (5%) e rico em linfocitos (5%) 
(Quadro 11.23). 83 

O diagnostico de LH e feito pelo exame histo- 
patologico de linfonodos comprometidos, no qual 
se evidencia apresen^a das celulas RS e suas varia- 
9 oes, bem como as celulas de Hodgkin (celulas 
mononucleares grandes - Figura 11.46). O hemo- 
grama pode mostrar, de forma comum, anemia 
normocitica e normocromica, podendo estar pre- 
sente rea^ao leucoeritroblastica. Embora neutro- 
filia, eosinofilia e plaquetas normais ou elevadas 
sejam comuns na fase inicial da doen^a, na fase 
tardia sao comuns citopenias, incluindo linfope- 
nia. Marcadores inflamatorios sericos, como a 
proteina C reativa (PCR) e a velocidade de hemos- 
sedimenta^ao (VHS), estao elevados, tendo os 
mesmos importante valor no monitoramento da 
atividade da doen^a. Em aproximadamente 30 a 
40% dos casos, a desidrogenase lactica (LDH) 
tambem se encontra aumentada. 5 - 40 > 43 > 83 

Linfomas nao Hodgkin (LNH) 

Sua prevalencia e maior quando comparada com 
os LH, envolvendo, em 85% dos casos, linfocitos B 
(neoplasias de celulas B maduras) e, em 15%, lin¬ 
focitos T ou NK (neoplasias de celulas T maduras) 
(Quadros 11.21 e 11.22). Quanto ao seu compor- 
tamento, evolui significativamente com doen<;a 
extranodal, podendo ainda ser classificado, levan- 
do-se em considera^ao a velocidade proliferativa, 
em baixo grau (crescimento lento ou indolente) e 
alto grau (crescimento rapido e agressivo). A sua 
frequencia tern aumentado muito nos ultimos 50 
anos, principalmente em paises desenvolvidos e/ 
ou industrializados, estando entre as cinco neo¬ 
plasias mais comuns nesses locais. 5 ' 40 - 82 - 84 

Quanto a etiologia dos LNHs existe uma sig- 
nificativa correla<~ao com alguns agentes infeccio- 
sos virais, bacterianos e protozoarios, principal¬ 
mente em regioes endemicas desses agentes 
(Tabela 11.18). 

Fatores citogeneticos, principalmente translo- 
ca 9 oes cromossomicas, sao as causas mais co¬ 
muns dos LNHs e, juntamente com as caracteris¬ 
ticas imunofenotipicas, determinam importante 
valor diagnostico e prognostico (Tabela 11.19). 
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TABELA 11.18 Principals agentes infecciosos associados aos linfomas nao Hodgkin 

AGENTE 

TIPO DE LINFOMA 

VIRUS 

HTLV-1 

Leucemia/linfoma de ceiulas T do adulto 

Epstein-Barr Virus (EBV) 

Linfoma de Burkitt 

Linfoma de Hodgkin 

Disturbio linfoproliferativo pos-transpiante 

HKV-8 

Linfoma primario de efusao 

Doen^a de Castleman multicentrica 

HIV-1 

Linfoma de ceiulas B de alto grau 

Linfoma primario do SNC 

Linfoma de Hodgkin 

Hepatite C 

Linfoma da zona marginal 

bactErias 

Helicobacterpylori 

Linfoma gastrico (MALT) 

protozoArios 

P/asmod/umsp 

Linfoma de Burkitt 


SNC, sistema nervoso central; MALT, tecido linfoide associado a mucosa. 


TABELA 11.19 Correla^ao entre os achados eitogeneticos e imunofenotipos e os tipos de LNH de ceiulas B 



Igs 

CDS 

CD10 

CD20 

CD23 

BCL-2 

CITOGENETICA 

Linfoplasmocitico 


- 


+ 

- 

+ 

Sem achados especfficos 

MALT 

+ 

- 


+ 

+1- 

+ 

t(1;14} 

Folicular 

+ 

« 

+ 

+ 

+/- 

+ 

t(14:18} 

Ceiulas do manto 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

t(11;14) 

LDCBG 

+/- 

- 

+/- 

+ 


+/- 

t(3;14); t{14;18} 

Linfoma de Burkitt 

+ 

- 

+ 

+ 

- 


t(8;14); t{2;8); t(8;22) 


IgS, imunoglobulina de superfkie; MALT, tecido linfoide associado a mucosa; LDCBG, linfoma difuso de ceiulas B grandes. 
Fonte: Adaptada de Hoffbrand e Moss . 40 


As manifesta^oes clinicas dos LNHs sao simi- 
lares ao LH, porem, em geral, dependentes do 
grau de comprometimento da medula os sea, local 
mais comum de doen^a extranodal, e do compro¬ 
metimento de outros locais ou orgaos como figa- 
do, ba^o, linfonodos retroperitoneais e me senten¬ 
ces. Anemia e infec^oes por agentes oportunistas, 
devido a neutropenia e a diminui^ao da imunida- 
de, sao frequentes e, no hemograma, tambem 
pode ser encontrada trombocitopenia e rea^ao 
leucoeritroblastica. Ceiulas linfomatosas, eventual- 
mente, podem ser vistas no sangue periferico. A 
LDH s erica se encontra elevada nos casos, princi- 
palmente, de LNH de alto grau ou de crescimento 
rapido, podendo, portanto, ser utilizado esse pa- 
rametro como indicador prognostico. 


MIELOMA MULTIPLO 


O mieloma multiplo (MM) constitui uma neopla¬ 
sia maligna dos plasmocitos com prolifera^ao clo¬ 
nal, em que o tumor, seus produtos e a resposta do 
hospedeiro determinam varias disfun^oes organi- 
cas e sintomas, como dor ossea com ou sem fratu- 
ra, insuficiencia renal, suscetibilidade a infec^oes, 
anemia, hipercalcemia, disturbios da coagula^ao 
e manifesta 9 oes clinicas relacionadas a hipervis- 
cosidade. Embora sua causa seja ainda desconhe- 
cida, a associa^ao da doen 9 a com altera 9 oes cro- 
mossomicas ja pode ser observada, entre as 
principals a dell3ql4, dell7pl3, anormalidades 
llq, t(l I;14)(ql3;q32) e t(4;14)(pl6;q32). Em algu- 
mas situa 9 oes, foram observadas uma expressao 
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excessiva dos genes MYC ou RAS e muta^oes nos 
genes p53 epRb-1. 85 

As celulas plasmaticas malignas sao denomi- 
nadas de celulas do mieloma multiplo (CMM) e 
sao celulas hiperprodutoras de imunoglobulina 
monoclonal denominada de proteina M ou para- 
proteina presente no plasma e na urina (IgG em 
60% dos casos, IgA em 20 %, IgD e IgM em 1 %). 
Embora cadeias leves kappa (k) e lambda (X) este- 
jam presentes em praticamente todos os casos, em 
aproximadamente 20 % desses, apenas cadeias le¬ 
ves estao presentes no plasma e tambem na urina) 
(Figura 11.47). 



Paciente com mieloma multiplo Padrao norma 

de proteina IgGk monoclonal 38g/L 


FIGURA 11.47 Eletroforese de protefnas 
demonstrando pico de gamaglobulinas em paciente 
com mieloma multiplo. 


A proliferate plasmocitaria se deve, principal- 
mente, a uma maior migra^ao dessas celulas do te- 
cido linfoide periferico para a medula ossea e a uma 
eficiente intera^ao entre as CMMs e o estroma me- 
dular, por meio da expressao de moleculas de ade- 
sao, as quais proporcionam uma resposta mais efi- 
caz aos fatores de crescimento e citocinas. A 
proliferate das celulas tumorais tambem e res- 
ponsavel pela substitui^ao da medula ossea normal 
pela neoplasica e pela ativa to e supressao dos osteo- 
clastos. Todos esses fatores sao determinantes na 
expressao da doen^a (Figuras 11.48 a 11.50). 85 86 

A incidencia da doen^a e semelhante no mun- 
do todo, sendo de aproximadamente quatro ca¬ 
sos/ 100 mil habitantes/ano, com maior pico apos a 
sexta decada de vida (idade media de 68 anos) e 
raramente antes dos 40 anos. Incide mais em ne- 
gros do que em brancos (duas vezes maior), sendo 
os homens mais comumente afetados do que as 
mulheres . 40 ’ 85 * 86 



FIGURA 11.48 Numerosos plasmocitos na 
medula ossea, MM. 





FIGURA 11.49 Plasmocito circulante. Observar 
as caracterfsticas morfologicas: intensa basofilia 
citoplasmatica, nucleo periferico (excentrico) e 
espa^o claro perinuclear - Complexo de Golgi (seta). 



FIGURA 11.50 Rouleaux eritrocitario em 
paciente com mieloma multiplo (setas). 


O diagnostico pode ser efetivado pela presen- 
9 a da triade classica do MM: presen^a de plasmo¬ 
citos na medula ossea superior a 10 % (plasmocitos 
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CD138+ e monoclonais), proteina M no plasma e/ 
ou na urina e danos decorrentes a tecidos ou or¬ 
gans, como lesoes osteoliticas, insuficiencia renal, 
hipercalcemia e anemia. O diagnostico diferencial 
deve ser feito, principalmente, de gamopatias mo¬ 
noclonais de significado indeterminado (MGUS 
- monoclonal gammopathy of undetermined signi¬ 
ficance ), as quais, com o tempo, podem, eventual- 
mente, evoluir para MM . 40 - 85 ’ 86 

Os achados laboratoriais encontrados no MM 
sao importantes nao so para o diagnostico da doen- 
9 a, mas tambem para o estadiamento e monitora- 
mento desses pacientes (Quadro 11.26, Tabelas 
11.20 a 11 . 22 ). 

:: MACROGLOBULINEMIA 
DE WALDESTROM 

A macroglobulinemia de Waldestrom (MW) e uma 
doen 9 a maligna de celulas linfoplasmocitoides, 
oriunda de celulas B do centra p os-germinal, que 
sofreram muta 9 oes somaticas e sele 9 ao antigenica 
no foliculo linfoide, determinando caracteristicas 
de uma celula B de memoria produtora de IgM. 
Embora possua incidencia, prevalencia e evolu 9 ao 
clinica semelhantes ao MM, difere dessa doen 9 a 
por apresentar linfoadenopatia, hepatoesplenome- 
galia, sindrome de hiperviscosidade acentuada 
(pela presen 9 a serica elevada de componente M, do 
tipo IgM, acima de 3 g/dL), neuropatia periferica e 
ausencia de lesoes osseas e de hipercalcemia. Rara- 


QUADRO 11.26 Principals achados laboratoriais 
nos pacientes portadores de mieloma multiplo 


Bioquimicos/imunologicos (soro/plasma) 

■ Hiperproteinemia 

■ Hipercalcemia 

■ Creatinina serica elevada {20% dos casos} 

■ J3 2 - microglobulina serica elevada {importante preditor 
prognostico: < 0,35 mg/dL = melhor prognostico / > 0,55 mg/dL 
= pior prognostico) 

■ Presen^a de proteina M {paraproteina) IgG, IgA, IgD, IgM 
{eletroforese} 

■ Cadeias leves k e X aumentadas, predominando geralmente 
uma sobre a outra 

■ Nfveis de imunoglobulinas sericas normais ou diminuidos 

Hematologicos (sangue periferico) 

■ Anemia geralmente normocitica e normocromica ou 
levemente macrocitica 

■ Neutropenia e plaquetopenia {mais comum na doenga 
avan^ada) 

■ Presence de plasmocitos (iinfocitos atipicos plasmocitoides} 

■ Rou/eauxeritrocitario 

■ VHS muito elevado 

Hematologicos (medula dssea) 

■ Plasmocitos > 20% 

■ Presen^a de plasmocitos com formas anormais ou atipicas 

■ Imunofenotipo maligno: CD38+ {alto}; CD138+ (alto); CD54 
(baixo) 

Urina 

■ Presen^a de cadeias leves k e X 

■ Proteinuria de Bence Jones 


TABELA 11.20 Sistema de estadiamento de Durie-Salmon para mieloma m 
laboratoriais 

ultiplo - aspectos clfnicos e 

estAgio 

critErios 

CARGA TUMORAL ESTIMADA 
(X 1012 cELULAS/M 2 ) 

1 

Todos os seguintes: 

1. Hb> 10 g/dL 

2. Ca ++ serico < 12 mg/dL 

3. RX de osso normal ou lesao solitaria 

4. Baixa produgao de componente M 

a. IgG < 5 g/dL 

b. IgA < 3 g/dL 

c. Cadeia leve (urina) < 4 g/24 h 

0,6 (baixa) 

11 

Padroes diferentes dos estagios 1 e II 

0,6 a 1,2 (intermediaria) 

111 

Urn ou mais dos seguintes: 

1. Hb< 8,5 g/dL 

2. Ca++ serico > 12 mg/dL 

3. Lesoes osteoliticas avan^adas 

4. Alta produsao de componente M 

a. IgG > 7 g/dL 

b. IgA > 5 g/dL 

c. Cadeia leve (urina) > 12 g/24 h 

>1,2 (elevada) 
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TABELA 11.21 Subclassificagao pelos ntveis de 
creatinina serica x sobrevida em meses 


NfVEL 

estAgio 

SOBREVIDA MEDIA 
(MESES) 

A (< 2 mg/dl) 

IA 

61 

B {> 2 mg/dl) 

IIA, MB 

55 


MIA 

30 


III B 

I_15 


TABELA 11.22 Sistema de estadiamento 
mternaciona! do mieloma muftiplo 

nIvees sEricos 

ESTAGIO 

SOBREVIDA 

MEDIA 

(B 2 M, ALBUMINA) 


(MESES) 

P 2 M < 3,5 mg/dl, albumina 



>3,5 g/dL 

1 (28%) 

62 

P 2 M< 3,5 mg/dL, albumina 
< 3,5 g/dL ou p 2 M - 3,5 a 5,5 

II (39%) 

44 

J3 2 M> 5,5 

III (33%) 

29 


P 2 M, p 2 , microglobulina; %, pacientes presentes em cada estagio. 


mente, evoluem para insuficiencia renal, porque ha 
pouca excret^ao renal devido a apresentarem para- 
proteina do tipo IgM e ser essa uma imunoglobuli- 
na de grande tamanho. Em apenas 20% dos casos, 
ocorre a presen^a de cadeias leves k e X, predomi- 
nando em 85% dos casos a primeira. Cerca de 10% 
da MW sao crioglobulinas, obrigando o diagnosti- 
co diferencial da presen 9 a pura de crioglobulinas 
(doen^a nao neoplasica), ja que, em ambos os casos, 
o fenomeno de Raynaud podera estar presente. 85 

Laboratorialmente, pode ser observada a pre- 
sen^a de anemia normocitica e normocromica, 
rouleaux eritrocitario e VHS elevado, podendo ter 
Coombs positivo em alguns casos. A presen^a de 
linfocitos malignos pequenos (com imunofenoti- 
po CD19+, CD20+, CD22+, IgMc, CD138-) na me- 
dula ossea e no sangue periferico e um achado 
bastante comum. As contagens de plaquetas e de 
leucocitos geralmente se encontram dentro dos 
valores de referenda. A fixa^ao de imunogiobuli- 
nas nas membranas das plaquetas e a intera^ao 
dessas moleculas com os fatores de coagula^ao 
poderao interferir na fumfao normal desses ele- 
mentos, sendo responsavel, muitas vezes, por epi- 
sodios hemorragicos nos portadores de MW. 85 

:: HEMOGLOBINURIA PAROXfSTICA 
NOTURNA(HPN) 

A hemoglobinuria paroxistica noturna (HPN) e 
uma doen^a clonal de celula-tronco com deficien- 


cia na sintese de moleculas de ancoragem para o 
fosfatidil-inositol-glicano (GPI) de classe A, a qual 
ocorre devido a muta^oes somaticas nessas celulas 
hematopoieticas. 

O termo hemoglobinuria significa a presen^a 
de hemoglobina na urina, que se faz presente 
quando acontece hemolise intravascular. Na HPN 
ocorre crise hemolitica intravascular durante o 
sono, principalmente devido a lise eritrocitaria 
provocada pela a 9 ao do complemento e pela for- 
ma 9 ao anomala dos eritrocitos; as duas situa 9 oes 
acarretam a presen 9 a de hemoglobinuria na pri¬ 
meira urina da manha. 

O gene que codifica a fosfatidil-inositol-glica- 
no de classe A e chamado de PIG-A123 e esta loca- 
lizado no cromossomo X (Xp22.1). 12 Ao GPI ade- 
rem-se varias proteinas, como a DAF (decay 
accelerating factor - CD55) e a MIRL (membrane 
inhibitor of reactive lysis - CD59). 12 A DAF e uma 
proteina que inibe a forma 9 ao e a estabilidade das 
convertases de C3, e a MIRL faz a inib^ao direta 
da hemolise pelo complemento, sendo essas, por- 
tanto, as principals causas de hemolise. 1186 As ce¬ 
lulas da HPN apresentam tres fenotipos: celulas 
do tipo I, que apresentam expressao normal de 
GPI, celulas do tipo II, que apresentam uma ex¬ 
pressao intermediaria de GPI, e celulas do tipo III, 
que nao expressam GPI. 86 As celulas do tipo III 
nao apresentam expressao de DAF e MIRL, e as 
celulas do tipo II apresentam uma expressao par- 
cial de DAF e AfJRL. 11 - 86 

Os neutrofilos dos pacientes com HPN sao de- 
ficientes em fosfatase alcalina, e a primeira protei¬ 
na deficiente descrita em eritrocitos foi a acetilco- 
Iinesterase. n = 86 

Muitas vezes, a hemolise pode ser iniciada a 
partir de processos infecciosos, cirurgias, apos 
exercicio fisico vigoroso e apos a inje 9 ao de con- 
trastes. Os pacientes apresentam um quadro de he¬ 
molise cronica e podem fazer um quadro de ane¬ 
mia ferropriva devido a perda de ferro pela urina na 
forma de hemoglobinuria e hemossiderinuria. Os 
pacientes podem apresentar sangramentos em de¬ 
cor rencia da trombocitopenia e ha uma correla 9 ao 
entre episodios tromboticos e HPN. A causa da 
trombose pode ser pela ativa 9 ao das plaquetas pelo 
complemento ou pela libera 9 ao intravascular de 
ADP (adenosina difosfato - agente agonista da 
agrega 9 ao plaquetaria) pelos eritrocitos. 7 

Os achados laboratoriais se caracterizam, ge¬ 
ralmente, por concentra 9 ao da hemoglobina 
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bastante variavel, desde uma concentragao nor¬ 
mal ate uma anemia intensa, com valores de he- 
moglobina, muitas vezes, abaixo de 5 g/dL. A pre- 
senga de reticulocitose pode variar de discreta a 
moderada; uma macrocitose discreta pode ocor- 
rer em fungao disso. A evolugao para um quadro 
de anemia microdtica e hipocromica pode ocor- 
rer devido a perda constante de ferro pela urina. 

A presenga de leucopenia e um achado que 
pode ser comum, principalmente pela neutrope¬ 
nia (destruigao dos granulocitos pela fixagao do 
complemento), e a atividade da fosfatase alcalina 
nessas celulas tambem pode estar diminuida. A 
contagem de plaquetas, em geral, esta abaixo de 
150.000 plaquetas/pL. A medula ossea normal- 
mente mostra hiperplasia eritrocitaria, mas, com 
a evolugao da doenga, pode se tornar aplasica. 
Como a hemoglobina nem sempre e evidenciada 
na urina, o achado urinario mais consistente e im- 
portante para o diagnostico definitivo e a pesqui- 
sa da hemossiderina. 7 

A suspeita de HPN deve recair sobre os pacien- 
tes que apresentem um quadro de pancitopenia com 
reticulocitose, sendo os testes de triagem para o 
diagnostico da HPN o teste da sacarose e a pesquisa 
de hemossiderinuria. O teste definitivo e a pesquisa 
do CD55 e CD59 nos granulocitos e eritrocitos. 7 

Cerca de 70% dos pacientes tern uma sobrevi- 
da de 10 anos, e 48% de 15 anos apos o diagnosti¬ 
co. 86 As causas do obito sao os episodios de trom- 
bose, as consequencias da pancitopenia, e alguns 
pacientes desenvolvem leucemia aguda. 7 
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A hemostasia pode ser definida como o equilibrio entre a hemorragia e a trom- 
bose, ou seja, o sangue deve correr no sistema circulatorio de maneira fluida. 
Nao pode extravasar e nem coagular: a primeira situa^ao caracteriza um quadro 
de hemorragia, e a segunda, de trombose. Caso ocorra uma das duas situates, o 
organismo humano deve ter mecanismos que inibam o extravasamento sangui- 
neo ou a forma^ao de trombos. Alem disso, as celulas epiteliais que fazem o re- 
vestimento interno dos vasos sanguineos, tunica intima, nao devem apresentar 
lesoes e nem estar ativadas. O proprio vaso sanguineo deve se mostrar integro e 
com elasticidade. Quando to do esse conjunto funciona de mo do harmonico, ati- 
vando-se e desativando-se quando necessario, a hemostasia esta mantida, Quando 
qualquer um desses componentes esta alter ado, a balan^a da hemostasia, que re- 
presenta o equilibrio, ou pende para a trombose ou para a hemorragia. 1 A Figura 
12.1 faz a representa^ao da hemostasia e de seus dois extremos, a hemorragia e a 
trombose. 



Fonte: Silva e Hashixnoto * 1 


Concorrem para o equilibrio hemostatico as celulas endoteliais (que reves- 
tem a luz dos vasos sanguineos), as plaquetas, os fatores plasmaticos da coagula- 
<;ao, os inibidores fisiologicos da coagula^ao, o sistema fibrinolitico e os meca¬ 
nismos antifibrinoliticos. 1 

A hemostasia tambem pode ser dividida, de modo didatico, em hemostasia 
primaria e hemostasia secunddria. A hemostasia primaria ocorre na microcircu- 
la^ao e tern a participaijao dos vasos sanguineos, das plaquetas e das celulas en¬ 
doteliais. 1 As altera^oes na hemostasia primaria caracterizam as doen^as hemor- 
ragicas chamadas de purpuras. 1 A hemostasia secundaria ocorre nos vasos de 
grande calibre, e os fatores que dela participam sao as plaquetas, as celulas endo¬ 
teliais, os fatores da coagula^ao, os inibidores fisiologicos da coagula^ao, o siste¬ 
ma fibrinolitico e os mecanismos antifibrinoliticos. 1 As altera^oes na hemostasia 
secundaria caracterizam as doen^as hemorragicas chamadas de coagulopatias. 1 O 
termo coagula^ao sanguinea, muitas vezes usado de modo abrangente, como se 
representasse a hemostasia, refere-se apenas aos fatores plasmaticos da coagula- 
9 ao. 2 A Figura 12.2 representa a divisao da hemostasia em primaria e secundaria 
e as respectivas doen^as hemorragicas. 
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A Figura 12.3 representa a hemostasia e todos 
os fatores que para ela concorrem, definindo-os 
entre hemostasia primaria e secundaria. 

Quando se tern uma deficiencia na hemostasia 
primaria, por exemplo, uma deficiencia plaquetaria, 


numerica ou funcional, estabelece-se a doen^a he- 
morragica chamada de purpura, a qual tern como 
sangramento caracteristico as petequias (sangra- 
mento puntiforme de Colorado vermelho vivo), as 
equimoses (manchas com cerca de 1 cm de diame- 
tro que adquirem uma colora^ao arroxeada), gengi- 
vorragias (sangramento gengival), epistaxe (san¬ 
gramento nasal), sangramentos gastrintestinais e 
em sistema nervoso central. A Figura 12.4 mostra 
fotos de petequias e equimoses. 

Quando se tern uma deficiencia na hemostasia 
secundaria, ou seja, uma deficiencia em algum dos 
fatores da cascata da coagula^ao, estabelece-se a 
doen^a hemorragica chamada de coagulopatia, a 
qua! tern como sangramentos caracteristicos os 



FIGURA 12.3 Fatores que concorrem para o equilfbrio hemostatico. 


Fonte: Silva e Hashimoto , 1 



FIGURA 12.4 (A e B) Petequias. (C) Equimoses. 


Fonte: Hoffbrand e colaboradores . 3 
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hematomas e as hemartroses (sangramento no 
interior das articulates). A Figura 12.5 mostra 
fotos de hematomas e hemartroses. 


HEMOSTASIA PRIMARIA 


Neste topico, serao abordadas as fun^oes dos va- 
sos sanguineos e das plaquetas. 

:: VASO SANGUINEO 
Estrutura do vaso sanguineo 

Os vasos sanguineos que compoem a macrocircula- 
9§o sao formados por tres camadas: as tunicas inti- 
ma, media e adventicia. 4 A tunica intima e formada 
pelas celulas endoteliais, as quais revestem a luz dos 
vasos sanguineos, e pelo subendotelio, onde esta 
localizada a membrana basal, que e uma base de 
suporte para as celulas endoteliais e representa uma 
barreira secundaria ao extravasamento sanguineo. 5 
A matriz extracelular (MEC) da tunica intima e com- 
posta por celulas musculares lisas, por macrofagos e 
por uma camada de elastina que a separa da tunica 
media. 5 A tunica media e composta por camadas 
concentricas de fibras musculares lisas e de MEC 
(glicoproteinas e proteoglicanos). 5 Essa camada e res- 
ponsavel pela manuten^ao da integridade estrutural 


do vaso e do tonus vascular. 5 A tunica adventicia e 
composta por tecido conetivo (especificamentefibro- 
blastos), 2 pequena inerva^ao e vasos sanguineos que 
tern a flnalidade de nutrir essa regiao. 5 

A microcircula^ao e representada por capilares, 
arteriolas e venulas compostos de celulas endoteliais 
e do subendotelio (membrana basal e MEC). 

A c£lula endotelial desempenha um papel ex- 
tremamente importante na hemostasia porque 
ativa a hemostasia primaria, a secundaria e o sis- 
tema fibrinolitico e participa da resposta inflama- 
toria ativando leucocitos (neutrofilos, monocitos 
e outras celulas) e liberando citocinas. Esse papel 
da celula endotelial e chamado de tromborregula- 
^ao e determina dois fenotipos para a celula endo¬ 
telial: fenotipo anticoagulante e coagulante. 
Quando o endotelio esta normal, o fenotipo da 
celula endotelial e anticogulante com consequente 
inibi^ao da agregaqao das plaquetas circulantes, 
preven^ao da ativat° e propaga^ao da cascata da 
coagula^ao e ativa^ao do sistema fibrinolitico. 5 
Quando ocorre qualquer lesao vascular, lesao da 
celula endotelial ou libera^ao de produtos infla- 
matorios, o fenotipo da celula endotelial passa a 
ser pro-coagulante. 5 A Figura 12.6 representa a 
a<to da celula endotelial na hemostasia. 



FIGURA 12.5 (A e B) Hemartroses. (0) Hematoma. 


Fonte: Hoffbrand e colabor adores . 3 
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Fonte: Silva e Hashimoto . 1 


Outro papel importante da celula endotelial e 
limitar o fenotipo pro-coagulante ao sitio infla- 
matorio ou ao local de lesao ou dano celular. Isso 
impede que o fenotipo pro-coagulante se dissemi- 
ne pelo sistema circulatorio. 

Tromborregufagao 

Tromborregula^ao (ou sistema tromborregulato- 
rio) e a intera^ao que ocorre entre o endotelio vas¬ 
cular e o sangue circulante com a finalidade de 
inibir ou facilitar a forma^ao de um trombo. 6 Essa 
intera^ao e representada pelo equilibrio das ex- 
pressoes das propriedades antitromboticas e pro- 
-tromboticas da celula endotelial. 

As propriedades antitromboticas sao expres- 
sas com a finalidade de prevenir ou reverter a 
agrega^ao plaquetaria e inibir os fatores da coagu- 
la^ao e a forma^ao de fibrina e, com isso, manter a 
fluidez do sangue. Em situa^ao fisiologica, o vaso 
sanguineo esta expressando as propriedades anti¬ 
tromboticas. Quando ocorrem altera^oes de fluxo 
sanguineo, lesao vascular e aumento da turbulen- 
cia e na vig&ncia de um processo inflamatorio, as 
celulas endoteliais passam a expressar um fenoti¬ 
po pro-trombotico e antifibrinolftico. 

A atividade antitrombotica da celula endote¬ 
lial pode ser dividida em tres a<;oes: antiplaque- 
tar ia, antifatores da coagula^ao e antissistema fi- 
brinolitico. A Figura 12.7 representa a atjao anti¬ 
trombotica da celula endotelial. 



Fonte: Silva e Hashimoto . 1 


A a^ao antiplaquetaria e representada pelo 
fato de que plaquetas nao ativadas nao se aderem 
ao endotelio. A celula endotelial secreta agentes 
inibidores da a^ao plaquetaria, como oxido nitri- 
co, prostaglandin a (PGI 2 ) e ADPases. 5 

O oxido nitrico (NO+) e um gas incolor, solu- 
vel em agua, altamente reativo com o oxigenio e 
com o qual forma o dioxido de nitrogenio (N0 2 ) e 
tambem um cation estavel, o NO+, o qual induz a 
vasodilata^ao (porque atua sobre as celulas muscu- 
lares lisas), 5 regula o tonus muscular normal e ini- 
be a adesao, a ativa^ao e a agrega^ao plaquetaria. 25 

Quando a plaqueta sofre algum estimulo e se 
torna ativada, mas o fenotipo antifibrinolftico 
deve ser mantido, a celula endotelial secreta a 
PGI 2 . A secre^ao ocorre porque a concentra^ao de 
calcio intracelular aumenta dentro da celula en¬ 
dotelial, e esse aumento resulta em ativa^ao da 
fosfolipase A 2 , a qual catalisa a forma^ao do acido 
aracdonico a partir de fosfolipideos da membra- 
na. 2 O acido aracdonico, por a^ao da cicloxigena- 
se, forma um endoperoxido ciclico, o PGG 2 , que e 
reduzido por uma peroxidase a outro endoperoxi¬ 
do, o PGH 2 . 2 A PGI sintetase catalisa a forma^ao 
da prostaciclina PGI 2 a partir do PGH 2 . A secre- 
^ao de PGI 2 , pela celula endotelial, aumenta o ni- 
vel intracelular plaquetario de adenosina raono- 
fosfato (AMP) ciclico, levando a inibi^ao da 
secre^ao plaquetaria e inibi^ao da mudan^a de 
forma da plaqueta e nao permitindo a liga^ao do 
fibrinogenio e do fator von Willebrand a plaqueta, 
por bloquear os seus receptores. 2 Inibe, tambem, a 
adesao da plaqueta ao endotelio. Alem de inibidor 
da agrega^ao plaquetaria, o PGI 2 e um potente va- 
sodilatador. 2 Niveis elevados de LDL predispoem 
a forma^ao de trombos por inibirem a produ^ao 
de PGI 2 .2 

A adenosina difosfato (ADP) e um potente 
agente agregante; a celula endotelial, a partir das 
ectoenzimas (ADPases), transforma a ADP em 
AMP e adenosina; a ultima e um inibidor potente 
da fun^ao plaquetaria. 2 

A a^o de inibi^ao dos fatores da coagula^ao e 
representada pela secre^ao de glicosaminoglicans 
(GAG) como o heparan e o dermatan sulfatos, que 
tern atividade de heparina e catalisam a inativa^ao 
da trombina, do fator IX ativado e do fator X ativado 
pela antitrombina e pela heparina cofator II. 2 - 5 
Outra maneira de inativar os fatores de coagula- 
^ao e a secre^ao de trombomodulina (TM) e da 
proteina S (PS) pela celula endotelial, quando 
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ocorre gera^ao de trombina . 2 O complexo trombi- 
na-TM ativa a protelna C (PC), que se complexa 
com a PS, inativando os fatores V e VIII ativados . 2 - 5 
O inibidor da via do fator tissular tambem e secre- 
tado pelas celulas endoteliais e inibe o fator tissular 
que, quando complexado com o fator VII, inibe 
tambem o complexo fator tissular - fator VIIa-Xa . 7 
O sistema fibrinolftico pode ser ativado pelo en- 
dotelio pela slntese e secregao do ativador tecidual 
do plasminogenio (t-PA) e da uroquinase (u-TP). 
Esses dois produtos transformam o plasminoge¬ 
nio em plasmina, que atua sobre a fibrina forma- 
da, gerando os produtos de degrada^ao da fibrina 
(PDF), com a^ao antiplaqueta e antitrombina . 2 A 
ativa^ao do plasminogenio e regulada pela pro¬ 
pria celula endotelial e pelas plaquetas por meio 
dos inibidores dos ativadores do plasminogenio 
(PAI ). 2 

Quando a celula endotelial sofre algum estl- 
mulo, como lesao vascular, altera^ao do fluxo san- 
guineo, placas de ateroma, presen^a de toxinas 
bacterianas e imunocomplexos, e na presen^a de 
produtos inflamatorios, ela muda o fenotipo de 
anticoagulante para pro-coagulante . 2 > 5 Quando o 
fenotipo pro-coagulante se manifesta, a celula en¬ 
dotelial secreta o fator tissular, que e especifico na 
ativa^ao do fator VII e desencadeia a cascata da 
coagula^ao via fator VII ativado . 2 A celula endote¬ 
lial tambem secreta um ativador da protrombina, 
que e capaz de gerar trombina diretamente da 
protrombina . 2 A celula endotelial tambem secreta 
inibidores dos ativadores do plasminogenio . 2 A 
partir desse ponto, a forma^ao de fibrina so sera 
interrompida por a^ao dos inibidores fisiologicos 
da coagula^ao e com a mudan^a para o fenotipo 
antitrombotico . 2 Se as propriedades pro-trombo- 
ticas forem mantidas, por persistencia de algum 
estlmulo, a fibrina continuara a ser gerada . 2 A ce¬ 
lula endotelial ativada tambem secreta o fator de 
von Willebrand (o qual esta localizado nos corpos 
de Weibel-Palade das celulas endoteliais), que 
promove a adesao plaquetaria, com consequente 
ativado e agrega^ao plaquetaria; desse modo, esta 
desencadeada a hemostasia primaria . 2 Na presen- 
9 a de produtos inflamatorios, como o fator de ne¬ 
crose tumoral (TNF, do ingles tumor necrosis fac¬ 
tor) e a interleucina-1 (IL-1), a celula endotelial 
secreta o fator tissular, o fator de von Willebrand, 
o fator ativador de plaquetas e a fibronectina, que 
potencializam a forma 9 ao de trombos . 5 O vaso 
sanguineo, alem da tromborreguk^ao, tem uma 


resposta imediata apos a lesao vascular, que e a va- 
soconstru^ao. E uma a 9 ao transitoria que tem a fi- 
nalidade de reduzir o fluxo sanguineo no local 
lesado; essa a 9 ao tem eficacia na microcircula 9 ao . 2 

A forma 9 ao de um trombo resultante da gera- 
9 ao de fibrina e da atividade plaquetaria nao ocorre 
somente quando a pessoa sofre um traumatismo 
vascular (p. ex., um corte com consequente extra- 
vasamento sanguineo). Existem situa 9 oes que 
rompem o equillbrio entre as a 9 oes anti e pro-co- 
agulantes da celula endotelial. Entre elas, os estados 
de hipercoagulabilidade primarios e secundarios, 
hipercolesterolemia (com aumento de LDL-coles- 
terol) e as doen 9 as inflamatorias e infecciosas, 
tanto agudas como cronicas. 

Aterosderose 

A aterosderose pode ser considerada como um 
processo inflamatorio cronico causado pela intera- 
9 ao entre lipoprotelnas, macrofagos, linfocitos T, 
plaquetas e celulas endoteliais . 2 Esse processo in¬ 
flamatorio da origem as placas de ateroma que 
podem obstruir a luz do vaso sanguineo, podendo 
romper-se e desencadear a forma 9 ao de um trombo 
arterial . 5 As lesoes aterosderoticas ocorrem em 
arterias de medio e grande calibre . 5 O risco para o 
desenvolvimento da aterosderose esta baseado em 
componentes geneticos e ambientais. O Quadro 
12.1 descreve os componentes geneticos e am¬ 
bientais que contribuem para o desenvolvimento 
da aterosderose . 8 


QUADRO 12.1 Componentes geneticos e 
ambientais que contribuem para 0 desenvolvimento 
da aterosderose 
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Fonte: Silva e Hashimoto . 1 


Uma das hipoteses formuladas na forma 9 ao 
da placa de ateroma e o aumento da taxa do 
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LDL-colesterol, que e considerado corao o unico 
fator que de forma isolada pode levar ao desenvol- 
vimento da ateroesclerose. 8 A placa de ateroma 
inicia com a deposi^ao e acumulo de LDL-coleste- 
rol sobre macrofagos e celulas musculares lisas 
quando o LDL penetra a parede da arteria. 5 O 
LDL-colesterol e oxidado, o que causa um dano a 
celula endotelial. A celula endotelial alterada pas- 
sa a expressar moleculas de adesao celular (selec- 
tinas e integrinas) recrutando monocitos sangui- 
neos, os quais passam entre a jun^ao das celulas 
endoteliais, rompem a membrana basal e se loca- 
lizam na matriz extracelular da tunica intima, lo¬ 
cal onde se diferenciam em macrofagos. 5 * 8 Os pro- 
dutos de oxida^ao do LDL-colesterol sao 
englobados pelo macrofago. 8 Nesse ponto, estabe- 
lece-se um sitio inflamatorio porque a deposi^ao 
de LDL-colesterol continua em razao da taxa ele- 
vada de colesterol, a celula endotelial lesada conti¬ 
nua a recrutar mais monocitos, os quais vao se 
diferenciar em macrofagos e continuam endoci- 
tando os produtos da oxida^ao do LDL-coleste¬ 
rol. 8 A oxida^ao do LDL-colesterol faz com que a 
molecula nao seja mais reconhecida pelos recep- 
tores celulares de LDL-colesterol, mas sim por re- 
ceptores dos macrofagos, 8 chamados de scavenger 
receptors. 5 Inicialmente, o recrutamento de mo¬ 
nocitos (os quais vao se diferenciar em macrofa¬ 
gos) e protetor porque retira o LDL-oxidado, o 
qual e citotoxico e pro-inflamatorio, mas o acu¬ 
mulo de macrofagos devido a continua oxidado 
do LDL leva ao desenvolvimento da placa de ate¬ 
roma. 8 E interessante notar que quem seleciona a 
celula que deve migrar ao sitio inflamatorio e a 
celula endotelial, e ela o faz dependendo do tipo 
de selectina e integrina que ela expressar. Os lin¬ 
focitos T tambem sao recrutados ao sitio inflama¬ 
torio enquanto os neutrofilos estao ausentes. 8 Os 
macrofagos endocitam o LDL-oxidado acumu- 
lando em seu citoplasma uma grande quantidade 
de colesterol livre e de esteres de colesterol e for- 
mam um tipo caracteristico de macrofago. Pelo 
fato de o colesterol livre e os esteres de colesterol 
serem estocados na forma de gotas de lipideos, es¬ 
ses macrofagos sao chamados de foam cells. 8 A le- 
sao, agora, torna-se mais complexa porque as ce¬ 
lulas musculares lisas da tunica media migram 
para a mtima, proliferam, aumentam a endocitose 
de lipideos pelos macrofagos e passam a sintetizar 


proteinas da matriz extracelular, o que leva ao de¬ 
senvolvimento de uma capsula fibrosa. 8 A migra- 
<jao das celulas musculares o cor re por estimulo de 
citocinas produzidas pela celula endotelial. 8 Nesse 
ponto, ocorre a intera^ao de linfocitos T com os 
macrofagos, resultando em uma resposta celular e 
humoral, caracterizando-se o processo inflama¬ 
torio cronico. 8 Os linfocitos que migram ao sitio 
inflamatorio sao as populates Th t e Th 2 , que ex- 
pressam uma serie de citocinas, entre elas: interfe¬ 
ron gama (IFN-y), fator de necrose tumoral alfa 
(TNF-a), interleucinas (IL-2, 3, 4, 5, 6, 10 e 13) e 
fator estimulante de granulocitos e macrofagos 
(GM-CSF), Essas citocinas aumentam a migra^ao 
de macrofagos ao sitio inflamatorio e tambem a 
oxida^ao do LDL-colesterol. 8 Os linfocitos T esti- 
mulam a produ^ao de autoanticorpos antilipideos 
oxidativamente modificados e antiproteinas pelos 
linfocitos B. 8 A ativa^ao do sistema imunologico 
inicia o progresso da placa aterogenica. 8 A conse- 
quencia do aumento da placa de ateroma e a dimi- 
nu^ao da luz do vaso sanguineo, podendo levar, a 
partir de uma oclusao total, a isquemia. 8 Outra 
consequencia e que essa placa pode romper-se e 
expor fosfolipideos ao sangue circulante (fator tis¬ 
sular). A partir dessa exposi^ao, o fator VII e ati- 
vado e desencadeia-se a cascata da coagulaq;ao 
com a forma^ao de fibrina. 8 Niveis elevados de 
fator tissular sao encontrados nas placas de atero¬ 
ma, principalmente nas lesoes mais avan^adas. Ao 
mesmo tempo, por exposi^ao do subendotelio, as 
plaquetas tornam-se ativadas, aderindo-se e agre- 
gando-se. A consequencia desses dois eventos (ati- 
va^ao da hemostasia primaria e secundaria) e a 
trombose arterial, 8 que e iniciada pela ruptura da 
placa de ateroma com exposi^ao de material trom- 
bogenico do subendotelio ao sangue. 5 O trombo 
formado pode ser nao oclusivo e incorporar-se a 
placa de ateroma, mas na medida em que a arteria 
tern seu calibre diminuido e com a continua ade¬ 
sao e agrega^ao plaquetaria e pela deposic^ao de 
fibrina, ocorre a forma^ao de um trombo oclusi¬ 
vo. 5 A aterosclerose pode ser considerada uma do- 
en^a sistemica que envolve todas as arterias e tern 
um crescimento muito lento ao longo de varios 
anos. 5 Na placa de ateroma, e a celula endotelial 
que desencadeia o processo inflamatorio ao se 
tornar ativada, sendo a causa dessa ativa^o o au¬ 
mento e a oxida^ao do LDL-colesterol. Celula en- 
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dotelial ativada significa mudan^a de fenotipo 
antitrombotico parapro-trombotico, produ^ao de 
citocinas, expressao de moleculas de adesao celular 
e perda da integridade vascular. Cerca de dois ter^os 
das sindromes coronarianas agudas ocorrem a partir 
de placas ateroscleroticas. 8 

:: PLAQUETAS 
Trombocitopoiese 

As plaquetas sao estruturas derivadas do citoplas- 
ma do megacariocito; nao sao consideradas celu- 
las porque nao tem nucleo e sao incapazes de rea- 
lizar divisao celular. Circulam entre 8 e 10 dias, 
sendo posteriormente retiradas da circula^ao pelo 
ba^o; a renova^ao plaquetaria esta em torno de 
35.000 plaquetas/pL/dia. 2 Sao responsaveis pela 
hemostasia primaria (fun^des de adesao e agrega- 
^ao), participam da hemostasia secundaria (corre- 
lacionam-se com os fatores da coagula^ao), estao 
envolvidas nos mecanismos de trombose e sao 
causa de patologias por diminui^ao no numero de 
plaquetas (trombocitopenias), por aumento do 
numero (trombocitoses) e por altera^ao da fun- 
9 ao. Em condi^oes fisiologicas, as plaquetas circu- 
lantes nao estao ativadas. O numero de plaquetas 
varia entre 150 a 450.000 plaquetas/pL e perma- 
nece constante, para cada individuo, em situa 9 oes 
fisiologicas. 

A produ^ao de plaquetas inicia no saco viteli- 
nico, posteriormente passa ao tecido hepatico na 
vida fetal e, proximo ao nascimento, a produt^ao 
plaquetaria e feita na medula ossea. 2 

A partir da celula-tronco comprometida com 
a linhagem mieloide, forma-se uma celula chamada 
de unidade formadora de eritrocitos e megacarioci- 
tos, que, morfologicamente, assemelha-se a um lin- 
focito pequeno. 2 Esta bem estabelecido que a eritro- 
poiese e a megacariopoese tem um progenitor 
celular em comum. A proxima celula na sequencia 
para a forma^ao das plaquetas e a BFU-Meg (burst- 
-formingunit megacaryocyte). Burst significa explo- 
sao, e e a celula que sustenta a quantidade de plaque¬ 
tas circulantes. Posteriormente, e formada a celula 
chamada de unidade formadora de megacariocitos 
(CFU-MK). A proxima celula e o megacariocito es- 
tagio I ou megacarioblasto, correspondendo a 20% 
das celulas megacariociticas da medula ossea nor¬ 
mal. Apresenta um nucleo unico de forma variada 
entre arredondada, ovalada ou riniforme, cromatina 


homogenea, com o numero de nucleolos variando 
entre 1 a 5, citoplasma geralmente agranular e ba- 
sofilico. 2 

O megacariocito estagio II compoe cerca de 
25% das celulas megacariociticas da medula ossea 
normal, apresenta nucleo lobulado, basofilia discre- 
ta de citoplasma com quantidade abundante de gra- 
nulos alfa e organelas e rela^ao nucleo/citoplasma 
bastante diminuida. 2 Os megacariocitos de estagio 
III e IV sao celulas extremamente grandes, com re- 
la^ao nucleo/citoplasma muito diminuida. 2 A Figu- 
ra 12.8 mostra a sequencia de matura^ao da hema- 
topoiese com destaque para a trombocitopoiese. 

A trombocitopoiese caracteriza-se por ter uma 
divisao celular completamente diferente das de- 
mais celulas, e a principal diferen^a e caracteristica 
e a endomitose, um processo pelo qual o nucleo se 
divide sem que haja separa^ao do citoplasma, ori- 
ginando celulas grandes, multinucleadas e poli- 
ploides. 2 Na endomitose, a celula entra em mitose 
passando pelas fases de profase, pro-metafase e 
metafase, mas nao entra em anafase e telofase; por- 
tanto, nao ocorre a citocinese. A caracteristica da 
endomitose e a ploidia celular: a medida que a ce¬ 
lula matura, o numero cromossomico aumenta 
(4n, 16n, 32n, 64n). 5 Ao mesmo tempo em que a 
ploidia celular aumenta (matura^ao da celula), 
ocorre aumento do citoplasma, que esta correlacio- 
nado com a forma^ao de plaquetas. Inicialmente, 
foi descrito que a forma^ao e libera^ao de plaque¬ 
tas ocorriam pelo sistema de demarca^ao de mem- 
branas, 9 uma rede de microtubulos que se origina 
da membrana citoplasmatica em dire^ao ao nu¬ 
cleo. Esse sistema vai demarcando as areas que se- 
rao as plaquetas e posteriormente essas areas sao 
liberadas do megacariocito como plaquetas fun- 
cionais. Atualmente, o mecanismo aceito de for- 
ma^ao de plaquetas inicia com a forma^ao de pro- 
-plaquetas. 5 O citoplasma do megacariocito emite 
pseudopodos; no inicio, esses pseudopodos sao 
largos, mas, na medida em que eles progridem em 
extensao, tornam-se finos e, no final dos pseudo¬ 
podos, sao formadas estruturas arredondadas (dis- 
coides) que sao as futuras plaquetas. 5 O corpo ce¬ 
lular residual do megacariocito entra em apoptose 5 . 

As plaquetas sao formadas a partir de pro- 
-plaquetas originadas nos estagios III e IV. E esti- 
mado que cada megacariocito origine entre 1.000 
a 5.000 plaquetas. 5 
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F1GURA 12.8 Sequencia de maturagao da hematopoiese. 
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Trombopoietina (TPO) 

Alem da trombopoietina, varias citocinas sao descri- 
tas como tendo efeito sobre a trombocitopoiese, en- 
tre elas, interleucina-3 (IL-3), fator estimulante de 
colonias de granulocitos e macrofago s (GM-CSF), 
c-kit ligante, interleucina-6 (IL-6), interleucina-11 
(IL-I1) e fator inibidor de leucemias (LIF). 2 > 5 Ne- 
nhum dos fatores citados tem um efeito significati¬ 
ve sobre a produ^ao plaquetaria; mesmo quando 
ausentes, nao alteram significativamente a trombo¬ 
citopoiese. 2 O termo trombopoietina foi utilizado 
pela primeira vez em 1958 para designar o hormo- 
nio que regula a produ^ao de plaquetas 11 e foi 


clonada pela primeira vez em 1994. 5 A TPO apre- 
senta uma homologia muito grande com a eritro- 
poietina e, atualmente, esta bem estabelecido que e 
a proteina que regula a trombocitopoiese; 2 ela si- 
nergiza com a eritropoietina para expandir os pro- 
genitores eritroides e a produ^ao de eritrocitos. 5 

A TPO e uma glicoproteina com 80 a 90 kDa 
sintetizada pelos hepatocitos no cromossomo 3 
(3q26-28), 2 pela medula ossea, pelo rim e pelo 
ba^o. 5 A produ^ao hepatica da TPO e constitutiva, 
e o nivel plasmatico e determinado pela quantida- 
de de plaquetas circulantes. 2 A TPO regula todos 
os estagios de desenvolvimento do megacariocito, 
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e a quantidade de plaquetas circulantes e cons- 
tante e pode aumentar quando for necessario por- 
que a TPO aumenta o numero e o tamanho dos 
megacariocitos. 5 

Estrutura plaquetaria 

A plaqueta pode ser dividida em varias partes 
para o estudo de sua estrutura: membrana cito¬ 
plasmatica, citoesqueleto, organelas e sistemas de 
membrana. A Figura 12.9 apresenta um esquema 
da estrutura plaquetaria. 



FIGURA 12. 
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Fonte: Silva e Hashimoto . 1 


Membrana citoplasmatica 

A membrana citoplasmatica da plaqueta apresen¬ 
ta glicoproteinas com uma ou mais cadeias rami- 
ficadas de polissacarideos que formam uma ca¬ 
mada externa chamada de glicocalix, carregada 
negativamente. 2 Logo abaixo da camada externa, 
esta a membrana citoplasmatica, constitulda de 
uma camada trilaminar com dupla camada fosfo- 
lipldica enriquecida de colesterol, glicolipideos e 
glicoproteina. Os fosfolipideos sao ricos em acido 
aracdonico (que e o precursor da sintese de acidos 
hidroxieicosatetraenoicos) e estao relacionados 
com o mecanismo de ativa^ao plaquetaria. 2 As 
proteinas de membrana sao receptores citoplas- 
maticos que fazem a intera^ao da plaqueta com o 
meio externo. 2 

A nomenclatura mais utilizada para os recep¬ 
tores plaquetarios esta baseada na mobilidade ele- 
troforetica das proteinas da membrana em gel de 
poliacrilamida. 5 As glicoproteinas (GP) for am no- 
minadas como GPI (peso molecular mais alto), 
GPU, GPIII e assim por diante. 5 Os receptores 
plaquetarios tambem podem estar dispostos, de 
modo nao covalente, como complexos GPIb/IX/V, 
GPIc/2a e GPIIb/IIIa; esses complexos sao consi- 
derados como um unico receptor. 5 As integrinas 


sao proteinas transmembranas expressas na 
membrana citoplasmatica e sao evidenciadas pela 
primeira vez nos megacarioblastos, que sao recep¬ 
tores hetero dimer os de adesao constituidos pelas 
subunidades alfa (a) e beta (|3) e tem como fun^ao 
facilitar a intera^ao intercelular e a intera^ao com 
a matriz extracelular. 2 Como muitos receptores 
plaquetarios pertencem a familia das integrinas, 
eles podem ser referidos pela cadeia da integrina 
GPIIb/IIIa como a IIb j3 3 . As plaquetas de individuos 
que nao expressam a integrina ot IIb (3 3 perdem a capa- 
cidade de se ligar ao fibrinogenio, nao ocorrendo, 
assim, a agrega^ao plaquetaria. Alguns receptores 
ainda podem ser designados como CD. 5 

O receptor do fibrinogenio na superficie pla¬ 
quetaria e a integrina a IIb J3 3 ou GPIIb/IIIa ou 
CD41/CD61. Produzido no megacariocito e pre¬ 
sente tambem na membrana dos granulos alfa, cor¬ 
pos densos e sistema canalicular aberto, o gene ct [Ib |3 3 
e polimorfico: a subunidade a IIb expressa tr£s ale- 
los, e a |3 3 , oito. 2 A presen^a de receptor de fibrino¬ 
genio nos granulos alfa tem como finalidade per- 
mitir o armazenamento do fibrinogenio a partir 
do plasma. 2 A liga^ao do fibrinogenio ao receptor 
plaquetario esta relacionada com a fun^ao de agre- 
ga^ao plaquetaria e, quando a plaqueta esta ativada, 
a afinidade pelo fibrinogenio e bastante elevada. 
Nas plaquetas ativadas, outras proteinas de adesao 
podem-se ligar ao receptor de fibrinogenio, como 
o fator de von Willebrand, a fibronectina, a vitro - 
nectina e a trombospondina. Permitindo a adesao 
ao subendotelio, essa capacidade de adesao somen- 
te se manifesta quando a plaqueta esta ativada. 2 A 
ligaq;ao do fibrinogenio a GPIIb/IIIa resulta em 
uma transmissao de sinal para o interior da pla¬ 
queta, levando a ativa^ao celular, que inclui a re- 
gula^ao da fosforila^ao de tirosinas, a jun^ao das 
proteinas do citoesqueleto e a entrada de calcio. 2 A 
presen^a desse receptor e fundamental para a ati- 
va^ao plaquetaria; na sua ausencia, o paciente 
apresenta uma doen^a hemorragica chamada de 
tromboastenia de Glanzmann. 2 

O principal receptor para o colageno e a inte¬ 
grina GPIa/IIa, ou ou VLA-2 ou CD49b/ 
CD29, que induz a adesao plaquetaria quando o 
colageno subendotelial e exposto. 5 E o receptor 
que induz a agrega^ao plaquetaria in vitro pelo co¬ 
lageno e apresenta um polimorfismo no gene 
com expressao de quatro alelos. 2 

O receptor GPIb pertence a familia de glico¬ 
proteinas ricas em leucina e esta relacionado com a 
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adesao e agrega^ao plaquetaria, interagindo com 
as estruturas subendoteliais, como o colageno via 
fator de von Willebrand. 2 ’ 5 O GPIb tambem e um 
receptor para o fator de von Willebrand. 12 O recep¬ 
tor GPIb esta presente na membrana plaquetaria 
em diferentes subunidades (GPIba, GPIb[3, GPIX 
e GPIV). Esse complexo apresenta um polimorfis- 
mo na subunidade GP Iba que pode levar a ex- 
pressao de quatro diferentes tipos de polipeptideos 
(VNTR A, VNTR B, VNTR C e VNTR D), os 
quais variam na quantidade de aminoacidos, o que 
acarreta uma afinidade maior de liga^ao ao fator 
de von Willebrand e a trombina. 2 Outro polimor- 
fismo do GPIb e a substitui^ao de um aminoacido 
na posi(;ao 145, ocasionando a presen^a de dois ti¬ 
pos de alelos. 2 A ativa^ao plaquetaria mediada pela 
trombina e importante na format ao de micropar- 
ticulas plaquetarias e na atividade pro-coagulan- 
te. 5 Esse receptor tambem esta associado a actina, 
tendo fun^ao na manuten^ao da forma plaquetaria 
e de uniao das proteinas do citoesqueleto. 2 

O receptor para a fibronectina e a integrina 
a 5 3p ou GPIc/IIa, ou VLA-5 ou CD49e/CD29, que 
parece ter fun^ao na intera^ao entre os megacari- 
ocitos e a matriz extracelular da medula ossea. 2 

O PEC AM-1 ou CD31 e uma glicoproteina 
que pertence a familia das imunoglobulinas e tern 
fun<;ao na adesao e agrega^ao plaquetaria. 2 

O FcyRIIA ou CD32 e um receptor de imuno- 
globulina que pode se ligar a imunocomplexos 
gerados em determinadas patologias. 2 

Citoesqueleto plaquetario 

O citoesqueleto esta localizado abaixo da mem¬ 
brana citoplasmatica e representa uma rede fina e 
alongada de tetrameros de espectrina que se ligam 
a filamentos de actina. 2 Uma proteina ligadora de 
actina une-se a glicoproteina transmembrana 
GPIba e a actina e as conecta a rede de espectrina; 
esse complexo forma o citoesqueleto plaquetario 
que, alem de manter a forma discoide da plaqueta, 
auxilia na distribui^ao linear dos receptores da 
membrana. 2 O receptor GPIba e o a IIb j3 3 partici- 
pam da liga^ao da plaqueta ao subendotelio no 
meio extracelular e estao ligados as proteinas do 
citoesqueleto no meio intracelular. 2 O citoesque¬ 
leto tambem e importante para a mudan^a de for¬ 
ma da plaqueta apos a adesao plaquetaria, dando 
origem a uma forma ameboide com proje^o de 
multiplos pseudopodos. A mudan^a de forma esta 
associada a fun^ao plaquetaria (agrega^ao e secre- 
q:ao do conteudo das organelas). 


Os microtubulos estao presentes logo abaixo 
da membrana citoplasmatica e mantem a forma 
da plaqueta. Sao polimeros constituidos por duas 
subunidades de proteina: a e [3 tubulina associa- 
das com varias proteinas de alto peso molecular. 2 

Os microfilamentos sao ricos em actina e tern 
papel na mudan^a de forma da plaqueta. 2 

Organelas plaquetarias 

As organelas plaquetarias sao os peroxissomos, as 
mitocondrias, os lisossomos, os corpos densos e 
os granulos alfa. 

Os peroxissomos participam do metabolismo 
dos lipideos e da sintese do fator ativador de pla- 
quetas (PAF, do ingles platelet-activating factor); 
as mitocondrias plaquetarias tern a finalidade de 
gerar energia pelo metabolismo oxidativo; e os li¬ 
sossomos plaquetarios secretam varias enzimas, 
as que apresentam atividade de elastases e colage- 
nases contribuem para o dano vascular no local 
de forma^ao do trombo plaquetario. 2 

As principais organelas plaquetarias relacio- 
nadas com a atividade hemostatica sao os corpos 
densos e os granulos alfa. 

As plaquetas contern cerca de 3 a 8 corpos 
densos que apresentam uma alta concentra^ao de 
calcio, serotonina, ADP e adenosina trifosfato 
(ATP), sendo que a concentra^ao de ADP e maior 
que a de ATP (na rela^ao de 2ATP:3ADP). 2 A se- 
cre^ao do conteudo dos corpos densos, principal- 
mente da ADP, esta relacionada com a fun^ao pla¬ 
quetaria de agrega^ao. A ADP e um importante 
indutor da agrega^ao plaquetaria e tambem recruta 
novas plaquetas. 2 * 5 A ATP e um potente agonista 
para outras celulas do sangue. 5 Os corpos densos 
movem-se para a superficie plaquetaria durante a 
ativa^ao, e o seu numero diminui durante a mu- 
danq;a de forma da plaqueta e durante a retra^ao 
do coagulo. 2 

A membrana dos corpos densos contern glico- 
proteinas, como CD36, LAMP-2, P-selectina, 
GPIIb/IIIa e GPIb/IX, e a ausencia dessas proteinas 
transmembranas esta associada com patologias 
plaquetarias. 2 

Os granulos alfa sao as organelas mais abun- 
dantes das plaquetas. Varias substancias estao 
presentes nos granulos alfa e as mais importantes 
sao as seguintes: fator plaquetario 4 (e uma glico¬ 
proteina que apresenta uma alta afinidade com a 
heparina e inibe a sua a^ao anticoagulante), fator 
de von Willebrand, fator V, fibrinogenio, vitro- 
nectina, inibidor dos ativadores do plasminogenio, 
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colageno, heparina, proteina S, fator de crescimen- 
to derivado de plaquetas ([PDGF, do ingles platelet- 
-derived growth factor], e uma proteina cationica 
constituida por duas cadeias polipeptidicas uni- 
das por pontes de dissulfeto que tem a fun<;ao de 
fazer a repara^ao da lesao vascular) e fator de cres- 
cimento do endotelio vascular (VEGF, do ingles 
vascular endothelial growth factor). 2 

A P-selectina tambem e uma proteina de 
membrana localizada nos granulos alfa que esta 
ausente na membrana das plaquetas nao ativa- 
das. 5 Quando as plaquetas estao ativadas, essa 
proteina (P-selectina) expressa-se na superficie 
plaquetaria e interage com monocitos e neutrofi- 
los, levando a migra^ao dessas celulas para o local 
em que o trombo esta sendo formado. 5 

Sistema de membrana da plaqueta 

O sistema canicular aberto (SCA) inicia na mem¬ 
brana citoplasmatica e vai para o interior da pla¬ 
queta, constituindo uma rede de vesiculas e ca- 
nais, os quais se comunicam com o meio externo. 2 
Pelo SCA, substancias externas a plaqueta podem 
migrar para o seu interior, bem como a secre^ao 
do conteudo dos granulos ganha o meio externo. 
A membrana do SCA contribui para a expansao 
plaquetaria durante a mudan^a de forma na agre- 
ga^ao. Representa tambem o local de estoque das 
glicoproteinas da membrana citoplasmatica. 

O sistema tubular denso (STD) e um sistema 
fechado caracterizado como um reticulo endo- 
plasmatico residual e esta situado muito proximo 
do SCA. 2 Esta relacionado com a libera^ao de cal- 
cio, por ser o local de seu armazenamento, sendo 
o maior sitio de produ^ao de prostaglandinas e 
tromboxane porque suas membranas sao ricas em 
fosfolipideos. 

Ativagao plaquetaria 

Toda vez que um vaso sanguineo e lesado, ocorre 
a adesao de plaquetas ao local. A lesao vascular 
pode ocorrer por alteraijao do fluxo sanguineo, 
aumento da turbulencia, traumatismo e processo 
inflamatorio/infeccioso. A adesao plaquetaria ini- 
cial e um processo passivo que gera uma ativaqao 
celular. A lesao vascular expoe a matriz subendo- 
telial ao sangue periferico, e as plaquetas aderem-se 
ao colageno, a fibronectina, a laminina e a trom- 
bospondina; cada uma dessas proteinas tem um 
receptor especifico. A intera^ao da plaqueta com o 
subendotelio requer a participa^ao do fator de von 
Willebrand, o qual se liga ao colageno exposto e a 


receptores da plaqueta, como GPIb/IX/V e GPIa/IIa. 
A Figura 12.10 esquematiza a a$ao da plaqueta na 
hemostasia primaria. 



FIGURA 12.10 A^ao da plaqueta na hemostasia 
primaria. 


Fonte: Silva e Hashimoto . 1 

Quando ocorre lesao das celulas endoteliais, as 
plaquetas aderem-se ao local da lesao devido a ex- 
posi^ao de colageno e do fator de von Willebrand, 12 
o qual e secretado pela celula endotelial e tambem 
esta presente no plasma. As plaquetas aderem-se 
ao local lesado porque se ligam ao fator de von 
Willebrand (via receptores GPIb/IX/V e GPIa/ 
Ila) e ao colageno pelo receptor GPIa/IIa. 12 Apos a 
adesao plaquetaria, ocorre uma mudan^a confor- 
macional no receptor ot 2 P 3 , 12 que e uma integrina 
que se torna ativada, possibilitando uma liga^ao 
de alta afinidade com o fibrinogenio e com o fator 
de von Willebrand, inclusive o fator de von Wille¬ 
brand que esta ligado ao colageno no sitio lesado. 12 
A agrega^ao plaquetaria ocorre quando o fibrino¬ 
genio e o fator de von Willebrand fazem liga^oes 
cruzadas entre os receptores a 2 (3 3 de duas diferen- 
tes plaquetas. 12 Apos a adesao e agrega^ao plaque¬ 
taria, ha exposi^ao na superficie plaquetaria de 
fosfolipideos carregados negativamente, libera^ao 
de fator V e libera^ao de microparticulas plaque- 
tarias pr6-coagulantes; 12 desse modo, ocorre a 
intera^ao entre as plaquetas e os fatores de coagu- 
la^ao (especificamente com os fatores IX, VIII, V 
e X). A plaqueta ativada tambem expressa, na sua 
superficie, a P-selectina, que permite a intera^ao 
da plaqueta com os leucocitos (neutrofilos e mo¬ 
nocitos). 12 Varias substancias que sao agregantes 
plaquetarios sao liberadas, sintetizadas ou estao 
presentes no local lesado; essas substancias sao as 
que seguem: 12 trombina, tromboxano A 2 , ADP, 
epinefrina, serotonina, vasopressina, trombos- 
pondina, fator de von Willebrand, fibrinogenio, 
fator ativador de plaquetas, complexos imunes, 
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plasmina e ativador tecidual do plasminogenio. A 
ativa^ao plaquetaria ocorre por mecanismos de 
transdu^ao via acido aracdonico, 12 proteina C 
quinase, fosfatases, calcio ou reorganiza^ao do ci- 
toesqueleto. No local da lesao vascular, pode ha¬ 
ver libera 9 ao de ADP pelos eritrocitos, o que con- 
tribui para a ativa^ao plaquetaria. 12 

Uraa das consequencias da ativa^ao plaqueta¬ 
ria (agrega^ao) e a secre^ao plaquetaria, que con- 
siste na libera^ao (ao meio externo) do conteudo 
dos granulos plaquetarios (granulos alfa e corpos 
densos). A agrega^ao plaquetaria (mudan^a de 
forma) requer a reorganiza^ao do citoesqueleto 
plaquetario. A agrega^ao plaquetaria seguida da 
secret ao do conteudo das organelas aumenta a ati- 
va 9 ao plaquetaria e ativa novas plaquetas. 

Os receptores plaquetarios representados por 
glicoproteinas que se expressam na membrana ci- 
toplasmatica fazem a intera9ao entre o meio inter- 
no da plaqueta e o ambiente externo; os receptores 
podem receber estimulos externos e repassa-los 
para o interior da plaqueta. 12 Os receptores tam¬ 
bem podem receber uma sinaliza 9 ao interna, e 
isso pode modificar a sua conforma9ao na mem¬ 
brana plaquetaria. Os agonistas plaquetarios li- 
gam-se a receptores de duas categorias: receptores 
de proteina G (GPCR, do ingles G protein coupled 
receptor) e receptores que podem iniciar a fosfori- 
la 9 ao de proteinas especificas. 12 

Os GPCRs sao proteinas transmembrana, que 
passam de dentro para fora da membrana sete ve- 
zes, sao proteinas heterotrimericas que, quando 
ligadas ao seu agonista, dissociam-se em tres su- 
bunidades: G is G Q e G 12/13 . 12 

A subunidade G t inibe a enzima adenilciclase 
e faz com que os niveis de AMP ciclico (AMPc) 
fiquem baixos; niveis elevados de AMPc inibem a 
ativa 9 ao plaquetaria. 12 A subunidade Gq ativa a 
fosfolipase B (PLB), que faz a hidrolise de um lipi- 
deo de membrana, o fosfatidilinositol difosfato 
(PIP 2 ), gerando diacilglicerol (DAG) e inositoltri- 
fosfato (IP 3 ). O primeiro composto gerado PIP 2 
ativa uma proteinoquinase (PKC), e o segundo 
(DAG) aumenta o nivel intracelular de calcio. 12 O 
aumento da concentra 9 ao de calcio resulta na ati- 
va 9 ao de enzimas sinalizadoras e proteinas que 
estao envolvidas com a reorganiza 9 ao do citoes¬ 
queleto. 12 A subunidade G 12 / 13 regula a via de ati- 
va 9 ao das proteinas ligadoras de GTP. 12 A inib^ao 
da adenilciclase e a ativa 9 ao da PKC e da via das 
proteinas ligadoras de GTP tornam ativado o 


receptor do fibrinogenio e do fator de von 
Willebrand, o a 2 (3 3 . 

A liga 9 ao da plaqueta com o colageno (via re¬ 
ceptor GPVI) com o fator de von Willebrand e 
com a trombina (via receptor GPIb-IX-V) faz a 
ativa 9 ao da fosforilase y 2 . Essa ativa 9 ao tambem 
muda a conforma 9 ao do receptor ot 2 f3 3 , tornando-o 
ativado. 

A ativa 9 ao do a 2 p 3 leva ao aumento da afini- 
dade da plaqueta pelo fibrinogenio e pelo fator de 
von Willebrand, permitindo a agrega 9 ao plaque¬ 
taria e secre 9 ao do conteudo das organelas. A libe- 
ra 9 ao da ADP e do tromboxano A 2 (TXA 2 , libera- 
do a partir do acido aracdonico) mantem os 
receptores de GPCR ativados e, com isso, a ativa- 
9 ao plaquetaria fica mantida. 12 

A plaqueta tambem expressa receptores para 
ADP e ATP; esses dois nucleotideos estao presen- 
tes nos corpos densos e sao secretados quando a 
plaqueta esta ativada. 12 A ADP pode-se ligar a 
dois receptores na plaqueta, ambos sao receptores 
heterotrimericos ligadores de proteina G chama- 
dos de P2YJ e P2Y 12 . 12 Quando a ADP se liga ao 
P2Y l5 e gerada uma subunidade (a partir da prote¬ 
ina GTP) Ga Q , que ativa a PLB com consequente 
ativa 9 ao da PKC e aumento dos niveis de calcio 
intracelular com consequente ativado do A 
liga 9 ao da ADP ao receptor P2Y 12 inibe a adenilci¬ 
clase e mantem os niveis de AMPc baixos. O re¬ 
ceptor para a ATP e o P2X 3 , que e um ligante de 
canal de calcio. 12 A liga 9 ao da ATP ao seu receptor 
faz com que aumente o influxo de calcio para o 
meio intracelular. 12 

O acido aracdonico e um constituinte da 
membrana plaquetaria que, em cond^oes fisiolo- 
gicas (anticogulante), encontra-se esterificado 
como fosfolipideo (fosfatidilcolina, fosfatidilino¬ 
sitol e fosfatidiletanolamina); quando a plaqueta e 
ativada, ocorre hidrolise desses fosfolipideos, e o 
acido aracdonico e liberado. 12 A hidrolise dos fosfo¬ 
lipideos e feita pela fosfolipase A 2 e fosfolipase C. 2 A 
fosfolipase A 2 e ativada pela proteina G, uma pro¬ 
teina transdutora de sinal, que faz a ativa 9 ao apos 
a liga 9 ao do agente agregante ao seu receptor na 
membrana plaquetaria. O acido aracdonico pode 
ser metabolizado por duas vias: via da lipo-oxige- 
nase e da cicloxigenase, sendo a mais importante a 
via da cicloxigenase. 

Por a 9 ao da enzima cicloxigenase, formam-se 
endoperoxidos muito instaveis (PGG 2 e PGH 2 ) e, 
posteriormente, prostaglandinas (PGD 2 , PGG 2 e 
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PGF 2 cc} que, por flm, sao convertidos em tromboxa- 
no A 2 (TXA 2 ) por a^ao da tromboxano sintetase. 2 O 
TXA 2 difunde-se para o exterior da plaqueta e ara- 
plifica a ativa^ao plaquetaria ativando a fosfolipase 
C, induzindo a respostas intracelulares mediadas 
pelo IP 3 (inositol-1,4-trifosfato) e DG (diacilglicerol), 
fazendo a libera^ao da ADP dos corpos densos, do 
fibrinogenio, do fator de von Willebrand, da trom- 
bospondina e do conteudo dos granules alfa. 2 

A via da lipo-oxigenase metaboliza o acido 
aracdonico a 12-HETE (acido-12-hidroperoxi- 
doeicosatetraenoico, tambem chamado de leuco- 
trieno); sabe-se que eles tern a^ao quimiotatica 
para neutrofilos. 

A agrega^ao plaquetaria estabiliza os agregados 
plaquetarios, determina a emissao de pseudopodos, 
faz a secre^ao plaquetaria e a retra^ao do coagulo. 2 

A agrega^ao plaquetaria pode ocorrer em 
duas fases: uma descrita como inicial ou reversivel 
e outra dita irreversivel. O que determina a evolu- 
9 ao de uma fase para a outra e a concentra^ao do 
agonista plaquetario. 12 A fase irreversivel caracte- 
riza-se pela produ^ao do TXA 2 e pela libera^ao da 
ADP, o que leva a uma ativa^ao definitiva do re¬ 
ceptor a 2 p 3 fazendo liga^oes cruzadas entre esse 
receptor (plaqueta) e o fibrinogenio e o fator de 
von Willebrand. Desse modo, ocorre a estabiliza- 
9 ao do trombo plaquetario, a manuten^ao da se- 
crej^ao e o inicio da retra^ao do coagulo. 12 

Inibi^ao da fungao plaquetaria 

A plaqueta deve circular em estado inativado e so- 
mente ser ativada quando houver um sitio de lesao 
vascular. Varias substancias mantem a plaqueta 
inativada: o aumento do AMP ciclico (por ativa- 
9 ao da adenilciclase ou inibi^ao da fosfo diestera¬ 
se, cujo aumento se da a partir da conversao da 
ATP tendo como consequencia a diminui^ao da 
concentra^ao de calcio), a gera 9 ao do oxido nitri- 
co e do heparan sulfato pela celula endotelial de 
PGI 2 e a presen 9 a da antitrombina (a inib^ao da 
trombina livre impede a ativa 9 ao das plaquetas). 
As celulas endoteliais intactas impedem a exposi- 
9 ao do colageno, e a meia-vida muito curta de 
substancias que ativam as plaquetas, como trom- 
boxane A 2 , 12 contribui para a inibi 9 ao da ativa 9 ao 
plaquetaria. A necessidade de uma mudan 9 a con- 
formacional das integrinas (heterodimeros) para 
que possam ligar-se ao fibrinogenio representa 
um mecanismo de manuten9ao da plaqueta na 
forma inativada. 2 


Papel da plaqueta na hemostasia 

As plaquetas exercem um papel tanto na hemosta¬ 
sia primaria como na secundaria. Na microcircu- 
la9ao, onde o sangue circula por arteriolas, venulas 
e capilares, a hemostasia e realizada pelas plaque¬ 
tas e vasos sanguineos (hemostasia primaria). 

Na hemostasia secundaria, o papel das pla¬ 
quetas e servir como local fisico de intera9ao dos 
fatores da coagula 9 ao, e isso acontece em fun 9 ao 
da sua superficie citoplasmatica fosfolipidica com 
a plaqueta em estado ativado. 2 A primeira intera- 
9 ao e a forma 9 ao do complexo que vai ativar o fa¬ 
tor X. O fator IX ativado interage com o fator VIII 
ativado sobre a superficie plaquetaria na presen 9 a 
do ion calcio; o complexo formado ativa o fator X. 
A protrombina e transformada em trombina por 
a 9 ao do complexo do fator X ativado + fator V ati¬ 
vado + calcio; a intera9ao dos fatores X e V ativa- 
dos com o calcio ocorre na superficie plaquetaria, 
com a plaqueta em estado ativado. A produ 9 ao do 
fator X ativado e bastante acelerada pela presen 9 a 
da plaqueta, a partir da liga 9 ao dos fatores IX e 
VIII ativados em sua superficie. A liga 9 ao do fator 
X ativado a superficie plaquetaria amplifica muito 
a capacidade de gera 9 ao de trombina. 2 

A plaqueta tambem contribui para a hemosta¬ 
sia secundaria pela secre 9 ao de fatores da coagula- 
9 ao presentes nos granulos alfa, como o fibrinoge¬ 
nio e o fator V. A plaqueta ainda contem fator XI, 
fator XIII e cininogenios de alto peso molecular. 

A plaqueta faz, tambem, a retra 9 ao do coagulo 
a partir da contra 9 ao de seu citoplasma por a 9 ao 
da actomiosina. 2 

Microparticufas plaquetarias 

Quando as plaquetas nao estao ativadas, os fosfoli- 
pideos carregados negativamente, entre eles a fos- 
fatidilserina, 12 estao localizados na parte interna 
da membrana citoplasmatica. Quando as plaquetas 
sao ativadas, elas expoem os fosfolipideos carrega¬ 
dos negativamente, e essa reorganiza 9 ao molecular 
da membrana gera a produ 9 ao de microparticulas 
que, por defm^ao, sao residuos da membrana pla¬ 
quetaria carregados negativamente com grande 
quantidade de fator V ativado e com capacidade de 
gerar trombina. 12 - 13 As microparticulas podem ser 
visualizadas na microscopia eletronica. 14 

As microparticulas podem-se ligar a fibrina 
pelos receptores expressos em sua membrana, 
como a 2 j3 3 , GPIb-IX e P-selectina. 15 Tambem 
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podem ligar-se ao fator VIII e ao fator X ativado e 
podem ativar outras plaquetas (pela via do acido 
aracdonico) e celulas endoteliais e monocitos. 12 

Purpuras plaquetarias 

As purpuras sao doen^as hemorragicas que se ca- 
racterizam por sangramentos mucocutaneos cau- 
sados por deficiencia das plaquetas (quer funcio- 
nal ou numerica) e dos vasos sanguineos. 2 O 
sangramento e evidenciado pela presen^a de pete- 
quias, equimoses, epistaxes, gengivorragias, san¬ 
gramento era trato gastrintestinal e em sistema 
nervoso central, geralmente com historia familiar 
negativa. 2 

Purpuras trombocitopenicas 

Tres causas podem explicar as trombocitopenias: 
diminui^ao na produ^ao plaquetaria (a causa esta 
na medula ossea), aumento da destrui^ao plaqueta¬ 
ria ou consumo (a causa esta no sangue periferico 
ou no ba^o) e reten^ao de uma quantidade maior 
de plaquetas pelo ba^o. 2 O ba^o e o responsavel 
pela retirada de plaquetas senescentes da circula^ao 
sanguinea; cerca de um ter^o do total das plaquetas 
produzidas sao retidas pelo ba^o em situa^ao fisio- 
logica, compondo o pool plaquetario esplenico. 2 
Na esplenomegalia, o numero de plaquetas pode 
cair proporcionalmente ao aumento do ba^o, cau- 
sando trombocitopenia periferica, mas o numero 
total de plaquetas produzidas nao se altera. 2 As 
purpuras trombocitopenicas podem ser classifica- 
das em hereditarias ou adquiridas. 

Pode ocorrer uma agrega^ao plaquetaria in 
vitro que, pela forma^ao de grumos plaquetarios, 
leva a uma falsa trombocitopenia, ocorrencia 
tambem chamada de pseudotrombocitopenia. Os 
aparelhos que liberam as constantes plaquetarias 
mostram um VPM (volume plaquetario medio) e 
uma PDW (varia^ao no tamanho das plaquetas 
[PDW, do ingles platelet distribution width]) au- 
mentados. Essa situa^ao e ocasionada principal- 
mente pelo acido etilenodiaminotetracetico 
(EDTA), mas outros anticogulantes podem causar 
agrega^ao plaquetaria, como citrato de sodio, oxa- 
lato de sodio, acido citrico dextrose e heparina. 12 
A incidencia de pseudotrombocitopenia e de 0,09 
a 0,21% e representa de 15 a 30% dos casos de 
trombocitopenia isolados. 12 - 16 Quando se avalia a 
porcentagem de incidencia, ela parece muito pe- 
quena, mas um lab oratorio que realize cerca de 200 
hemogramas/dia fara aproximadamente 72 mil 
hemogramas/ano, o que significa 152 trombocito- 


penias/ano ou 13 pseudotrombocitopenias/mes. A 
contagem de plaquetas da um valor baixo porque 
os grumos sao contados pelos aparelhos de auto- 
ma^ao como uma unica plaqueta. A pseudotrom¬ 
bocitopenia e causada pela presen^a de anticor- 
pos, que nao estao associados a nenhum processo 
patologico e reagem com glicoproteinas da mem- 
brana plaquetaria que sao modificadas ou expostas 
quando o calcio e quelado. 12 Esses anticorpos sao 
imunoglobulinas do tipo IgG, IgA ou IgM e sao di- 
rigidos contra a glicoproteina Ilb/IIIa; 1217 essa 
glicoproteina e o receptor para o fibrinogdnio (in- 
tegrina, CD41/CD61) e fator de von Willebrand. 12 
Quando o anticorpo se liga a glicoproteina, ocorre 
uma transmissao de sinal para o interior da pla¬ 
queta, ocasionando a ativa^ao celular que inclui a 
regula^ao da fosforila^ao de tirosinas, a jun^ao 
das proteinas do citoesqueleto e o aumento do ni- 
vel de cacio, o que leva a ativa^ao plaquetaria, ou 
seja, a agregaqao. A pseudotrombocitopenia pode 
ser resolvida pelo aquecimento da amostra san¬ 
guinea a 37° C; os anticorpos reagem a temperatu- 
ra ambiente ou pela recoleta com citrato de sodio 
ou heparina e contagem imediatamente apos a 
coleta. E interessante, na recoleta, fazer extensdes 
com e sem o EDTA para verificar a presen^a e a 
ausencia de grumos plaquetarios. Tanto o medico 
quanto o paciente devem ser informados da pseu¬ 
dotrombocitopenia (ver Capitulo 1, fase pre-ana- 
litica em hematologia laboratorial, topico Anti¬ 
corpos circulantes). 

Purpuras trombocitopenicas hereditarias 
Anemia de Fanconi 

A anemia de Fanconi e uma doen^a que se caracte- 
riza por falencia da medula ossea, e a incidencia e 
de 1 em cada 100 mil nascidos vivos. 5 E uma doen^a 
de heran^a autossomica recessiva que se manifesta 
na infancia, afeta todos os homozigotos e e caracte- 
rizada citogeneticamente por quebras, deletes e 
figuras cromossomicas. 2 Essas altera^oes citogene- 
ticas sao devidas a uma deficiencia na capacidade 
de reparo do DNA durante a divisao celular, o que 
resulta em uma instabilidade cromossomica. 2 A 
aplasia de medula ossea tern como defeito bdsico 
uma lesao na celula-tronco com diminui^ao das 
colonias de CFU-E, BFU-E e CFU-GM. 5 

A caracteristica da anemia de Fanconi e uma 
falencia de medula ossea gradual que se inicia na 
primeira decada de vida. 5 A primeira altera^ao 
hematologica e a trombocitopenia seguida de 
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granulocitopenia e anemia . 2 Com a evolu^ao da 
doeni^a, o mielograma mostra um quadro de hipo- 
plasia medular, e o hemograma mostra pancitope- 
nia . 2 O diagnostico pode ser feito por biologia mo¬ 
lecular ao se pesquisarem as muta^oes geneticas 
que causam a doen 9 a, sendo as mais frequentes a 
FA-D (3p 25-3) 18 e a FA-E ( 6 p 21-22 ), 19 e, por citoge- 
netica, ao se pesquisarem as altera^oes cromossomi- 
cas, sendo o primeiro o metodo de escolha. Cerca de 
50% dos pacientes evoluem para slndrome mielo- 
displasica ou leucemia mieloide aguda . 12 

Slndrome da ausencia de radio 

A sindrome da ausencia de radio com trombocito¬ 
penia apresenta como caracteristica clinica ausen¬ 
cia de ambos os ossos radio e trombocitopenia; 
essa sindrome e diagnosticada ao nascimento de- 
vido a ausencia ossea . 2 A heran^a e autossomica 
recessiva com trombocitopenia, sendo essa mais 
grave na infancia . 2 

Anomalia de May-Hegglin 

A anomalia de May-Hegglin tambem recebe a 
denomina^ao de trombocitopenia familiar asso- 
ciada com inclusoes leucocitarias , 5 e o padrao de 
heran^a e autossomico dominante . 2 A trombocito¬ 
penia varia de discreta a moderada e esta associada 
a presen^a de plaquetas gigantes, cujo tamanho va¬ 
ria entre 30 a 80 fL. Apesar dessa caracteristica 
morfologica, as plaquetas sao funcionais, e o san- 
gramento esta associado a intensidade da trombo¬ 
citopenia ; 5 o aumento do tempo de sangramento 
(TS) e proporcional a intensidade da trombocito¬ 
penia . 2 As inclusoes leucocitarias estao presentes 
nos neutrofilos, eosinofilos, basofilos e, mais ra- 
ramente, nos monocitos 5 e caracterizam-se por 
serem granula 9 oes grandes e acinzentadas, que 
lembram corpusculos de Dohle . 5 > 20 Sao estruturas 
relacionadas com os ribossomos . 2 Em geral, o pa- 
ciente e assintomatico . 2 

Sindrome de Wiskott-Aldrich 

A sindrome de Wiskott-Aldrich (WASP, Wiskott- 
Aldrich syndrome protein) e uma heran 9 a ligada 
ao sexo que se caracteriza por apresentar tromboci¬ 
topenia com plaquetas de pequeno tamanho e ano¬ 
malia imunologica . 2 O defeito primario e uma mu- 
ta 9 ao no gene WASP localizado no cromossomo 
lip 11 . 22 21 e que causa altera 9 ao na fun 9 ao plaque- 
taria e linfocitaria (trombocitopenia e imunodefi- 
ci^ncia ). 5 Esses pacientes estao predispostos a um 
alto risco de contrair septicemia . 5 A causa da trom¬ 
bocitopenia e uma trombopoiese ineficaz associada 


a uma sobrevida diminuida . 2 A contagem de pla¬ 
quetas varia entre 5.000 a 100.000 plaquetas/pL e, 
morfologicamente, as plaquetas se caracterizam 
por serem pequenas . 5 O TS esta prolongado e a 
agrega 9 ao plaquetaria e anormal. 

Sindrome de Bernard-Soulier 

A sindrome de Bernard-Soulier e caracterizada 
por disfun 9 ao plaquetaria, TS bastante elevado, 
plaquetas gigantes e trombocitopenia . 22 O sangra¬ 
mento e a disfun 9 ao plaquetaria na sindrome de 
Bernard-Soulier sao ocasionados por a uma defici- 
£ncia ou disfun 9 ao do receptor GPIb-IX-V, que 
impede a liga 9 &o das plaquetas ao fator de von 
Willebrand . 5 Outro receptor envolvido na sindro¬ 
me de Bernard Soulier e o GPIa/IIa, que tambem e 
um receptor do fator de von Willebrand . 2 Varias 
muta 9 oes no cromossomo 17 e 3 ja foram descri- 
tas; os heterozigotos sao assintomaticos, mas tern 
plaquetas gigantes e niveis reduzidos de GPIb/ 
IX/V . 2 A heran 9 a e autossomica recessiva. 

O TS, muitas vezes, esta acima de 20 minu- 
tos ; 23 a trombocitopenia, geralmente, e discreta: ja 
foram descritos pacientes com contagens plaque- 
tarias inferiores a 20.000 plaquetas/pL . 5 A carac¬ 
teristica dessa sindrome e o aumento do volume 
plaquetario; as plaquetas sao muito grandes e sao 
referidas como plaquetas gigantes. A agrega 9 ao 
plaquetaria nao mostra resposta frente a ristoceti- 
na devido a ausencia de liga 9 ao com o fator de von 
Willebrand . 2 Uma maneira de diferenciar a doen- 
9 a de von Willebrand da sindrome de Bernard 
Soulier e a adi 9 ao de plasma normal, que corrige a 
agrega 9 ao na doen 9 a de von Willebrand; na sin- 
drome de Bernard Soulier, nao ha corre 9 ao . 5 A 
agrega 9 ao plaquetaria, na sindrome de Bernard- 
- Soulier, ocorre normalmente com ADP, colageno 
e epinefrina . 5 

Os pacientes apresentam desde a infancia san¬ 
gramento caracteristico de purpura: equimoses, 
epistaxe e gengivorragias. Outras manifesta 9 oes 
hemorragicas sao a menorragia e o sangramento 
pos-parto, gastrintestinal e pos-trauma . 5 A Figu- 
ra 12.11 mostra as plaquetas, em uma extensao 
sanguinea, de um paciente com a sindrome de 
Bernard-Soulier. 

Purpuras piaquetarias hereditarias - 
tromboastenia de Glanzmann 

A tromboastenia de Glazmann se caracteriza por 
ser uma disfun 9 ao plaquetaria relacionada com a 
agrega 9 ao plaquetaria, a heran 9 a e autossomica 
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Fonte: Silva e Hashimoto . 1 


recessiva (os heterozigotos sao assintomaticos), e 
o sangramento e devido a anomalias quantitati- 
vas ou qualitativas da glicoproteina GPIIb-IIIa, 
que e o sitio de liga^ao da plaqueta ao fibrinoge- 
nio, a fibronectina, a vitronectina e ao fator de 
von Willebrand. A tromboastenia pode ser classi- 
ficada em tipo 1, tipo 2 ou tipo variante; essa cla- 


sifica^ao esta baseada na intensidade da deficiencia 
da GPIIb-IIIa. 2 A variante do tipo I caracteriza-se 
por ter menos de 5% de GPIIb-IIIa, o coagulo e ir- 
retratil, e os granulos alfa nao contem fibrinoge- 
nio. 5 Na variante do tipo II, a quantidade de 
GPIIb-IIIa esta em torno de 10 a 20%, o coagulo e 
parcialmente retratil, e os granulos alfa contem 
fibrinogenio. 5 No tipo variante, a concentra^ao 
de GPIIb-IIIa e igual ou maior que 50%; a ano- 
malia nessa variante e qualitativa e nao quantita- 
tiva. 5 A forma mais grave da doen^a e a trombo¬ 
astenia do tipo L 2 

A tromboastenia de Glazmann, laboratorial- 
mente, caracteriza-se por TS prolongado e defi¬ 
ciencia de agrega^ao plaquetaria frente a ADP, ao 
colageno e a epinefrina. A agrega^ao frente a 
trombina, a agrega^ao induzida pela ristocetina 
e os testes de coagula^ao sao normais, bem como 
a contagem e a morfologia plaquetdria. 2 > 5 Na ex- 
tensao sanguinea realizada sem anticoagulante, 
nao sao evidenciados pequenos grumos plaque- 
tarios (resultantes da agrega^ao plaquetaria), 
como vistos em extensoes sanguineas de indivi- 
duos normais. 2 

Defeitos relacionados com a 
secregao de granulos alfa 

A deficiencia de granulos alfa e uma herant^a au- 
tossomica associada a trombocitopenia de discre- 
ta a moderada e TS aumentado. 2 A plaqueta nor¬ 
mal se caracteriza por ser de coloraijao azulada 
com granulos purpura em seu interior; esses gra¬ 
nulos sao as organelas plaquetarias. Na deficiencia 
de granulos alfa, a morfologia plaquetaria apresen- 
ta-se sem o conteudo granular e torna-se de colora- 
^ao acinzentada ou azulada, algumas vezes vacuo- 
ladas, e, por esse motivo, esta sindrome tambem e 
conhecida como sindrome das plaquetas cinzas 
(gray platelets syndrome). 2 

A contagem plaquetaria geralmente varia en- 
tre 60 a 100.000 plaquetas/p,L, e a agrega^ao pla¬ 
quetaria induzida pela trombina e colageno geral- 
mente e deficiente. 2 A agrega 9 ao plaquetaria 
frente a ADP, a epinefrina, ao acido araquidonico 
e a ristocetina e normal. 5 

Defeitos relacionados com a 
secregao dos corpos densos 

A deficiencia de corpos densos, doen^a de pool 
de estoque, esta relacionada com a falta de libe- 
ra 9 ao de ADP, ATP e serotonina. 2 E uma doen 9 a 
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de heran^a autossomica recessiva . 2 A contagem e 
a morfologia plaquetaria sao normals, a agrega- 
9 S 0 e anormal frente a ADP, epinefrina e baixas 
concentrates de trombina . 2 O TS geralmente e 
prolongado . 5 

Purpuras trombocitopenicas adquiridas 

A aplasia megacariocrtica e uma doen^a rara que 
se caracteriza pela ausencia ou hipoplasia mega- 
cariodtica com consequente trombocitopenia 
grave em sangue periferico. A causa provavel e o 
desenvolvimento de autoanticorpos contra os me¬ 
gacar i 6 citos ou trombopoietina . 2 

Os processos infecciosos de etiologia viral ou 
bacteriana ou por protozoarios sao causa comum 
de trombocitopenia . 2 Nos processos infecciosos 
de etiologia viral, a trombocitopenia pode ocorrer 
por invasao do virus no megacariocito, impedin- 
do a produ^ao plaquetaria; as proteinas virais po- 
dem ter um efeito toxico sobre precursores pla- 
quetarios. O virus pode induzir a fagocitose ou 
aumentar a destrui^ao plaquetaria pelo ba^o devido 
a deposi^ao de particulas virais sobre a plaqueta . 2 Os 
virus que caracteristicamente fazem trombocito¬ 
penia sao os que seguem: citomegalovirus, Eps¬ 
tein-Barr, virus da dengue, hantavirus e o HIV . 2 
Nas infec^oes bacterianas, a trombocitopenia esta 
associada a septicemia causada por bacterias 
gram-negativas e gram-positivas, podendo ser 
tambem um quadro de coagula^ao intravascular 
disseminada (CIVD). A trombocitopenia tambem 
pode ser causada por uma a<;ao direta da toxina 
bacteriana. Pacientes com infec^ao bacteriana e 
trombocitopenia devem ser avaliados quanto a 
possibilidade de um quadro clinico de CIVD. A 
trombocitopenia tambem esta associada as infec- 
9 oes por malaria . 2 

A vitamina B 12 e o acido fdlico sao essenciais 
para a divisao celular porque participam da via 
metabolic a de sintese da timina. Uma das caracte- 
risticas da anemia megaloblastica e a pancitope- 
nia pela incapacidade de duplicar o DNA. Panci- 
topenia refere-se a diminui^ao no sangue 
periferico das tres linhagens celulares: serie ver- 
melha, branca e plaquetaria. A trombocitopenia e 
uma das caracteristicas hematologicas na defici¬ 
encia da vitamina B 12 e folato. 

A trombocitopenia tambem esta presente nas 
sindromes mielodisplasicas e nas neoplasias he¬ 
matologicas (leucemias, linfomas e mielomas). 


Purpuras trombocitopenicas por aumento 
da destrui^ao ou consumo 

Purpura trombocitopenica trombotica e sindrome 
uremica hemolftica 

A purpura trombocitopenica trombotica (PTT) 
nao pode ser separada da sindrome hemolltico- 
-uremica (SHU) porque nas duas situates, ocor- 
rem anemia hemolitica microangiopatica e trom¬ 
bocitopenia, podendo haver ainda altera^oes 
neurologicas, renais e febre . 2 Sao entidades com 
fisiopatologia distintas. Na PTT, ocorre uma defi- 
ciencia genetica ou adquirida da enzima que cliva 
os multimeros do fator de von Willebrand, a 
ADAMTS13, e na SHU, nao ocorre deficiencia 
dessa enzima . 5 

A PTT e a SHU podem ser classificadas em 
genetica e adquirida. A genetica e chamada de 
microangiopatia trombotica familiar (TMA, do 
ingles thrombotic microangiopathies ), que pode 
ser uma deficiencia do fator H (presente na SHU) 
ou deficiencia da enzima ADAMTS13 (presente 
na PTT ). 5 

A TMA-SHU e menos comum que a adquiri¬ 
da, pode ser de heran^a autossomica dominante 
ou recessiva 5 e apresenta baixos nlveis de comple- 
mento causado pela deficiencia do fator H , 23 uma 
doen^a cronica que cursa com hipertensao e insu- 
ficiencia renal . 5 ’ 24 O fator H e uma protelna de 
sintese hepatica que tern como fun^ao a regula^ao 
da ativa^ao do si sterna complemento no plasma e 
limita a ativa^ao do complemento sobre superfi¬ 
cies celulares como o endotelio . 25 O gene que co- 
difica o fator H e chamado de HFI e esta localizado 
no cromossomo l , 24 e muta^oes nesse gene levam 
a deficiencia do fator H. Cerca de 20% dos casos 
esporadieos de SHU sao devido s a deficiencias ou 
disfun^oes do fator H . 5 

A SHU adquirida pode ser dassificada em 
SHU da infancia e SHU de adultos . 12 A SHU da 
infancia esta associada a Escherichia coli 0157:H7, 
sendo que a causa da hemolise nao esta bem esta- 
belecida; provavelmente, e devida a a^ao direta do 
agente infeccioso sobre os eritrocitos . 12 Nos adul¬ 
tos, a SHU pode ser idiopatica ou estar associada a 
outras condi^oes, como processos infecciosos, indu- 
9&0 por drogas (quinino, ticlopidina, mitomicina C e 
ciclosporina), transplante alogenico de medula ossea, 
metastase, gesta^ao e doen^as autoimunes (lupus 
eritematoso, sindrome antifosfolipideo e esclero- 
derma ). 12 A SHU da infancia associada a Escheri¬ 
chia coli 0157:H7 ou Shigella dysenteriae e causada 
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apos uma infec^ao enterica aguda (sendo caracte- 
ristica de crian^as, pode ocorrer em adultos com 
prognostico mais grave), 2 A progressao da entero- 
colite por Escherichia coli 0157:H7 para SHU ocor- 
re em 2 a 7% dos casos esporadicos e em cerca de 
30% nos casos epidemicos, e os principals achados 
laboratoriais sao falencia renal aguda, anemia he¬ 
molitica microangiopatica e trombocitopenia. 2 O 
mecanismo basico dessa sindrome e a ativa^ao das 
celulas endoteliais, por dissemina^ao via intestinal 
da toxina bacteriana, dos capilares glomerulares, 
das arteriolas renais e, de modo nao tao intenso, 
de outros vasos. 14 A anemia frequentemente e grave 
e acompanhada de leucocitose devido a neutrofilia. 
A extensao sanguinea mostra policromatofilia, es¬ 
quizocitos e esferocitos. 14 A contagem de reticulo- 
citos esta aumentada, e o teste de Coombs direto e 
negativo. 14 A bilirrubina indireta, a ureia e a crea- 
tinina estao aumentadas. 14 O parcial de urina apre- 
senta hemoglobinuria, hemossiderinuria, protei¬ 
nuria, hematuria, leucocituria e cilindruria. 14 O 
tempo de protrombina (TP) e o tempo de trombo- 
plastina parcial ativada (TTPa) e os produtos de 
degrada^ao do fibrinogenio estao discretamente 
elevados. 14 A trombocitopenia pode ser intensa, 
com contagem de plaquetas em torno de 30.000 
plaquetas/pL. 5 

A TMA-PTT ocorre pela deficiencia da enzi- 
ma ADAMTS13, e o evento inicial que leva ao 
quadro clinico de TMA-PTT e a presen<;a de mul- 
timeros de alto peso molecular do fator de von 
Willebrand no plasma dos pacientes. 2 Os multl- 
meros do fator de von Willebrand encontrados no 
plasma normal apresentam baixo peso molecular; 
os multimeros de alto peso molecular sao encon¬ 
trados em fumjao da deficiencia da ADAMTS13. 12 
Os multimeros de alto peso molecular sao capazes 
de induzir a agrega^ao plaquetaria, que pode se tor- 
nar disseminada, levando a obstru^ao arteriolar, o 
que aumenta a reatividade da plaqueta ao fator de 
von Willebrand, sendo que esse e o mecanismo 
primario da TMA-PTT. 

Na PTT adquirida, o paciente apresenta ane¬ 
mia hemolitica microangiopatica (pode nao apre- 
sentar anemia, somente hemolise), trombocitope¬ 
nia, sintomas neurologicos, febre e disfun^ao 
renal. 5 Cerca de 40% dos pacientes apresenta os 
cinco sinais clinicos, enquanto 75% apresentam 
apenas tres sinais clinicos: anemia hemolitica mi¬ 
croangiopatica (ou so hemolise, sem anemia), sin¬ 
tomas neurologicos e purpura trombocitop&nica. 5 


A PTT tem uma incidencia anual de 3,4 casos por 
milhao, 26 e mais comum em mulheres 5 e tem um 
pico de incidencia na quarta decada de vida. 5 Cer¬ 
ca de 40% dos pacientes apresentou um quadro de 
infecijao do trato respiratorio superior ou de gripe 
semanas antes do diagnostico. 5 A trombocitope¬ 
nia pode ser grave; cerca de 25% dos pacientes 
apresentou uma contagem de plaquetas abaixo de 
25.000 plaquetas/pL, 5 e 90% tem sangramento 
mucocutaneo. 5 Os testes de coagula^ao (TP, TTPa 
e dosagem do fibrinogenio) sao normais ou dis¬ 
cretamente elevados; 50% dos pacientes apresen¬ 
tam aumento discreto dos produtos de degrada- 
$ao do fibrinogenio. 5 Os dados laboratoriais 
demonstram que nao ha uma ativa^ao da cascata 
da coagula^ao, e os trombos formados sao ricos em 
fator de von Willebrand e plaquetas com pouca de¬ 
posit ao de fibrina. No laboratorio, a insuficiencia 
renal e revelada por hematuria, proteinuria, pre¬ 
sent de cilindros e eleva^ao discreta da ureia. 5 A 
triade laboratorial caracteristica da PTT sao si¬ 
nais de hemolise com presen^a de esquizocitos e 
trombocitopenia. 5 Esse quadro laboratorial e ex- 
plicado pela deposi^ao de trombos plaquetarios 
(trombocitopenia de consumo) nos vasos, que di- 
minuem o lumen vascular. Essa obstru 9 ao faz 
com que os eritrocitos rompam-se ao passarem 
por esses locais, causando o quadro de hemolise e 
a presen^a de esquizocitos. Outro achado labora¬ 
torial e o aumento da desidrogenase lactica (LDH) 
devido a hemolise eritrocitaria. Esses pacientes 
tambem apresentam reticulocitose e celulas nucle- 
adas vermelhas no sangue periferico, e o teste de 
Coombs direto e negativo. 5 A causa da PTT idiopa- 
tica e a deficiencia adquirida da ADAMTS13 geral- 
mente associada a autoanticorpos do tipo IgG 
inibidores de protease. 5 

Outras patologias podem ter sinais clinicos e 
achados laboratoriais semelhantes a PTT e a SHU, 
como septicemia, doen^as autoimunes, pre-eclamp- 
sia e a sindrome HELLP (anemia hemolitica micro¬ 
angiopatica [H], enzimas hepaticas elevadas [EL] e 
baixa contagem de plaquetas [LP]) e hipertensao 
maligna). 2 

A trombocitopenia, na gestante, pode ocorrer 
durante um quadro de PTT ou SHU associada a ges- 
ta^ao ou na pre-eclampsia, ou pode ser transitoria 
(no curso da gesta^ao). 2 O quadro de pre-eclampsia 
pode ser definido como a presen^a de hipertensao 
com proteinuria e/ou edema, sendo uma doen^a 
sistemica que envolve altera^oes renais, hepaticas. 
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cardiacas e do sistema nervoso central. 2 O quadro 
de eclampsia se estabelece a partir de altera^oes 
neurologic as agudas na mulher pre-eclamptica. A 
contagem de plaquetas esta baixa na pre-eclamp¬ 
sia, geralmente mais baixa do que atrombocitope- 
nia transitoria da gesta^ao. 2 A pre-eclampsia pode 
evoluir para um quadro de trombocitopenia grave 
e anemia hemolitica microangiopatica (com pre¬ 
sent de esquizocitos), levando a um quadro de 
PTT ou SHU. 2 

A trombocitopenia transitoria, que ocorre em 
cerca de 5 % das gestantes, nao tern a etiologia es- 
clarecida e varia entre 130.000 a 150.000 plaque- 
tas/pL. A paciente nao tern historia anterior de 
trombocitopenia, a ocorrencia e no final da gesta- 
^ao, nao ha rela^ao com trombocitopenia no feto e 
a contagem retorna ao normal apos o parto. 2 

Purpura trombocitopenica imune 

Atualmente, o termo mais adequado para a pur¬ 
pura trombocitopenica idiopatica e o de purpura 
trombocitopenica de causa imunologica (PTI), 2 
porque a causa da queda do numero de plaquetas e 
mediada por anticorpos dirigidos contra recepto- 
res plaquetarios como a 2 P 3 (GPIIb/IIIa) e/ou 
GPIb/IX (cqPj). 5 A causa da trombocitopenia e a 
retirada das plaquetas com o anticorpo ligado a 
sua superficie, pelo ba^o, o que acarreta uma 
meia-vida plaquetaria reduzida com hiperplasia 
megacariocitica medular. 2 A hipotese de que a 
trombocitopenia seja induzida por anticorpos deu- 
-se a partir de estudos em que o sangue total ou o 
plasma de pacientes com PTI era transfundido 
para voluntaries nor mais, causando-lhes trombo¬ 
citopenia; quanto mais plasma fosse transfundido, 
mais intensa era a queda de plaquetas. 2 

E a causa mais comum de trombocitopenia 
adquirida, afetando 1 pessoa a cada 10 mil, sendo 
que metade sao crian<;as. 5 A PTI pode ser dividida 
em PTI de adultos, PTI de crian^as e PTI durante 
a gesta^ao. 

A PTI de adultos ocorre de modo mais co¬ 
mum em mulheres entre a segunda e a terceira 
decadas de vida, 5 e o im'cio do quadro clinico e 
subito. A maioria dos pacientes apresenta conta¬ 
gem de plaquetas entre 5 a 20.000 plaquetas/pL. 
Pacientes com contagem de plaquetas abaixo de 
10.000 plaquetas/pL podem apresentar um qua¬ 
dro de purpura com epistaxe, gengivorragia, 
equimoses, hematuria, menorragia e, de modo 
menos comum, melena. 5 Pacientes com contagem 
de plaquetas acima de 50.000 plaquetas/pL tem o 


quadro de PTI diagnosticado quando realizam 
hemograma por qualquer outro motivo. 5 A maio¬ 
ria dos pacientes e saudavel, nao tem outra doen<;a 
relacionada, a nao ser o quadro de sangramento. 
Alguns pacientes tiveram infec<~ao viral semanas 
antes do diagnostico de PTI. 5 O diagnostico labo- 
ratorial e feito pela contagem de plaquetas, a mor- 
fologia plaquetaria e normal e a realiza^ao do TS 
e contraindicada pela trombocitopenia. A cito- 
metria de fluxo pode identificar a presen^a de 
imunoglobulinas na superficie plaquetaria. 

A PTI da infancia tambem se instala de modo 
subito, afeta ambos os sexos, e o pico de incidencia 
esta entre 3 a 5 anos. A contagem de plaquetas ge¬ 
ralmente esta entre 20.000 a 30.000 plaquetas/pL. 5 
Os sinai s clinic os e o diagnostico laboratorial sao 
os mesmos que para os adultos. 

A PTI da gesta^ao ocorre entre 1 a 2 casos a 
cada 1.000 partos. 27 A maior preocupa^ao deve 
ser com o feto porque pode haver passagem de an¬ 
ticorpos via placenta, causando uma trombocito¬ 
penia neonatal. 5 A PTI pode ser confundida com 
a trombocitopenia da gesta^ao. 

Trombocitopenia induzida pela heparina 

O mecanismo pelo qual as heparinas (tanto de 
baixo como de alto peso molecular) induzem a 
trombocitopenia e mediado via anticorpos. 5 - 14 
Esses anticorpos, geralmente IgG, 5 - 14 ligam-se ao 
complexo heparina-fator plaquetario 4 e, simul- 
taneamente, a receptores plaquetarios. Essa 
liga^ao resulta em intensa ativa^ao plaquetaria, 
forma^ao de microparticulas plaquetarias, trom¬ 
bocitopenia por consumo e estado de hipercoa- 
gulabilidade. 5 - 14 ’ 28 O fator plaquetario 4 e uma 
glicoproteina que esta presente nos granulos alfa 
das plaquetas e expressa-se na membrana cito- 
plasmatica na presence da heparina. 2 O fator pla¬ 
quetario 4 tem uma alta afinidade pela heparina e 
inibe sua a^ao anticoagulante. 2 As microparticulas 
plaquetarias sao trombogenicas porque expressam, 
na sua superficie, fosfolipideos anionicos aos 
quais podem se ligar fatores de coagula^ao (V, 
VIII, IX e X) e, com isso, gerar trombina. 5 - 29 As 
microparticulas plaquetarias tambem ativam as 
celulas endoteliais. 12 Todo paciente em heparino- 
terapia (HAPM ou HBPM) deve ter a contagem 
de plaquetas realizada antes do inicio (basal) e 
durante a terapia. 2 As HBPMs apresentam um 
risco menor de trombocitopenia induzida pela 
heparina (TIH) porque levam a uma libera^ao 
menor de fator plaquetario 4. 5 
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A TIH, geralmente, ocorre entre 5 a 10 dias 
apos o imcio do tratamento. 30 Raramente, a conta- 
gem de plaquetas fica abaixo de 100.000 plaque- 
tas/fxL, 5 mas pode variar de 20.000 a 100.000 pla- 
quetas/p,L, 31 e a suspeita de TIH recai sobre os pa- 
cientes que apresentam uma queda de 50 a 70% no 
numero de plaquetas em rela^ao ao valor basal. 31 * 32 
Os pacientes com TIH nao apresentam san- 
gramentos como petequias, epistaxes ou sangra- 
mento em cateter. 33 Os sinais clinicos incluem os 
sintomas de trombose venosa, como trombose 
venosa profunda e embolia pulmonar, 33 * 34 trom¬ 
bose venosa cerebral 35 e trombose arterial. 31 Ou- 
tras complicates tromboticas comuns sao aci- 
dente vascular encefalico, infarto do miocardio, 
trombose na arteria mesenterica e infarto renal. 31 

Purpuras plaquetarias 
Trombocitopenias por hiperesplenismo 

Hiperesplenismo e uma slndrome caracterizada 
por esplenomegalia associada a uma citopenia 
(trombocitopenia) ou a bicitopenia, ou a pancito- 
penia, e essas citopenias sao corrigidas apos esple- 
nectomia. 5 A esplenomegalia esta presente no hi¬ 
peresplenismo, mas nem todo paciente com 
esplenomegalia tern hiperesplenismo. 5 Uma quan- 
tidade grande de doen<j:as causa esplenomegalia e 
hiperesplenismo; o Quadro 12.2 s traz a rela^ao 
dessas doen^as. 


QUADRO 12.2 Doen^as que produzem 
esplenomegalia e hiperesplenismo 


Infecgoes agudas 

■ Virais: hepatite, mononucfeose infecciosa e citomegalovirus 

■ Bacterianas: septicemia, salmonelose e bruceiose 

■ Parasitologicas: toxopiasmose 

Infecgoes subagudas e cronicas 

Endocardite bacteriana subaguda, tubercuiose, malaria e 
doengas fungicas 

Infiamagoes 

Smdrome de Feity, lupus eritematoso sistemico e febre 
reumatica 

Esplenomegalia congestiva 

Cirrose hepatica, obstrugao da veia porta, obstrugao da veia 
esplenica e oclusao da veia hepatica 

Doengas hematologicas 

Anemias hemolEticas, talassemias e anemia falciforme. 
Neoplasias 

Metaplasia mieloide, poiicitemia vera, trombocitemia 
essencial, leucemia mieloide cronica, leucemia linfocitica 
cronica, tricoleucemia, iinfomas e ieucemias agudas 

Fonte: Silva e Hashimoto . 1 


A trombocitopenia no hiperesplenismo e cau- 
sada pelo aumento do pool plaquetario esplenico; 
um aumento macig:o do bag:o pode reter mais de 
90% da massa plaquetaria total. 5 Geralmente, no 
hiperesplenismo, a contagem plaquetaria fica em 
torno de 50.000 a 150.000 plaquetas/pL; conta- 
gens de plaquetas abaixo de 20.000 plaquetas/pL 
sugerem outro diagnostico. 5 A trombocitopenia 
no hiperesplenismo ocorre associada a espleno¬ 
megalia, a trombocitopenia moderada e a neutro¬ 
penia moderada; a hemoglobina tern valores nor¬ 
mals, e a medula ossea nao mostra alterag:ao na 
hematopoiese. 5 

Trombocitopenia causada por medicamentos 

Um grande numero de medicamentos que causa 
trombocitopenia pode simular um quadro de PTI. 36 
Em geral, a contagem plaquetaria esta em torno de 
20.000 plaquetas/pL, o paciente apresenta um qua¬ 
dro de purpura, e, normalmente, a trombocitope¬ 
nia se manifesta algumas semanas (entre 1 a 2 se- 
manas) apos o imcio do uso do medicamento. 5 O 
mecanismo da trombocitopenia e a ligag:ao de anti- 
corpos (via medicamento) a receptores plaquetarios, 
entre eles GPIIb/IIIa e GPIb/IX/V; com frequencia, a 
contagem plaquetaria e recuperada dias apos a in- 
terrup 9 ao do medicamento. 

Alguns medicamentos afetam a fun^ao pla¬ 
quetaria e nao alteram a contagem das plaquetas. 
Entre eles, esta o acido acetilsalidlico (AAS) e as 
tienopiridinas (ticlopidine e clopidrogel). O AAS 
tern sido usado na clinica medica ha mais de cem 
anoseeo agenteantiagregantemais comumasso- 
ciado a disfung:ao plaquetaria. 37 O mecanismo 
pelo qual o AAS causa a disfung:ao plaquetaria e 
uma acetila^ao irreversivel da enzima cicloxigena- 
se, e a consequencia e que nao ha forma^ao do 
tromboxano A 2 . Doses de AAS de 40 a 100 mg ou 
mesmo doses tao pequenas quanto 10 mg dadas 
diariamente no periodo de uma semana podem 
inibir completamente a slntese de tromboxano A 2 . 5 
O AAS tern outras a^oes na hemostasia: diminui a 
forma^ao tanto da trombina como da fibrina e 
acelera a fibrinolise.Tambem interfere na agrega- 
9 ao plaquetaria feita com epinefrina, ADP, acido 
aracdonico e baixas concentragioes de colageno e 
trombina. 5 O AAS prolonga o TS: ja foi demons- 
trado que uma unica dose de AAS pode prolongar 
o TS por ate quatro dias. 38 

O ticlopidine e o clopidrogel inibem a ativagiao 
e agregag:ao plaquetarias por modificarem cova- 
lentemente o receptor plaquetario da ADP (PY 12 ). 
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Desse modo, nao ha inibigao da atividade da enzi- 
ma adenilciclase com consequente inibigao da 
fungao plaquetaria. 5 Esses medicamentos nao tem 
efeito sobre o metabolismo do acido aracdonico, 
podem ser usados sinergicamente com o AAS 
para inibir a fungao plaquetaria. 5 

Trombocitoses 

As trombocitoses podem ser classificadas em fi- 
siologicas e de causa primaria ou causa secunda¬ 
ria. A Figura 12.12 mostra a classificagao das 
trombocitoses. 



FIGURA 12.12 Classificagao das trombocitoses. 


TE, trombocitemia essencial; PV, policitemia vera; LMC, teucemia 
mieloide cronica. 

Fonte: Adaptada de Silva e Hashimoto . 2 

A trombocitose fisiologica e um aumento 
transitorio no numero de plaquetas ocasionado 
pela mobilizagao de plaquetas do pool esplenico e 
nao necessariamente pelo aumento de produgao 
de plaquetas pelos megacariocitos. 2 A trombocito¬ 
se transitoria o cor re proximo ao parto, apos a rea- 
lizagao de exerdcios fisicos vigorosos e apos ad- 
ministragao de epinefrina. 2 

Na trombocitose de causa primaria, ocorre 
uma per da do controle de produgao das plaquetas 
e, mesmo que o organismo nao necessite de pla¬ 
quetas, elas sao produzidas. As doengas relaciona- 
das com a trombocitose de causa primaria sao 
trombocitemia essencial, policitemia vera, leuce- 
mia mieloide cronica e mielofibrose. 

A trombocitemia essencial e uma doenga clo¬ 
nal que causa trombocitose. Ha descrigoes de alte¬ 
ragoes cromossomicas e de mutagoes no gene p53 
em alguns pacientes. 2 A idade de incidencia varia 
entre 50 a 60 anos, 2 sendo uma doenga rara em 
criangas. 5 Os niveis plasmaticos de trombopoietina 
podem estar normais ou elevados. 2 Os pacientes 


apresentam episodios tromboticos ou hemorragi- 
cos e, geralmente, sao assintomaticos ao diagnos- 
tico. A contagem de plaquetas, na maioria das ve- 
zes, excede a 1.000.000 de plaquetas/pL, com 
plaquetas de forma e tamanho anomalos, e frag- 
mentos de megacariocitos podem ser encontrados 
no sangue periferico; hiperplasia megacariocitica 
e um achado em medula ossea. 2 A agregagao pla¬ 
quetaria e anormal, e grumos plaquetarios podem 
ser encontrados na extensao sangulnea. 5 E inte- 
ressante que poucos pacientes apresentam TS au- 
mentado, apesar do episodio hemorragico. 2 Os 
testes de coagulagao (TP e TTPa) sao normais. 2 
Cerca de 25% dos pacientes apresentam elevagao 
nos niveis de acido urico e LDH. A trombocitemia 
essencial pode ser diferenciada da trombocitose 
reativa (causa secundaria) devido ao paciente, na 
primeira, apresentar episodios de trombose ou he- 
morragia, esplenomegalia, alteragoes citogeneti- 
cas e ausencia de aumento na concentragao de 
proteinas de fase aguda. 2 

A policitemia vera e uma doenga mieloprolifera- 
tiva de origem clonal, que se caracteriza por aumen¬ 
to no numero de eritrocitos e da volemia, podendo 
ocorrer leucocitose, trombocitose e espleno¬ 
megalia. 2 O pico de incidencia esta em torno de 60 
a 80 anos, e os sintomas clinicos sao consequencia 
do aumento da viscosidade sanguinea. 2 A serie 
vermelha nao apresenta alteragoes morfologicas 
significativas; a concentragao de hemoglobina va¬ 
ria entre 18 a 24 g/dL, e a contagem de eritrocitos 
pode estar acima de 7.000.000/p,L. 2 A serie branca 
e marcada por leucocitose a custa de neutrofilia 
(numero de leucocitos em torno de 25.000/p.L) po¬ 
dendo ser encontrados metamielocitos e ate mie- 
locitos. 2 A contagem de plaquetas esta elevada e 
varia entre 500.000 a 1.000.000 de plaquetas/jiL, as 
quais, geralmente, apresentam-se aumentadas em 
tamanho e com formas anomalas. 2 Ao se realiza- 
rem testes de coagulagao, deve ser feita a corregao 
do volume de anticoagulante em fungao do volume 
globular elevado e da menor quantidade de plas¬ 
ma; quando nao se faz a corregao, ha aumento do 
TP e TTPa. 

A LMC e uma doenga mieloproliferativa clonal 
cuja alteragao cromossomica e a translocagao 
t(9:22) que, na citogenetica, caracteriza o cromos- 
somo Philadelphia e, pela biologia molecular, o 
gene quimerico BCR-.ABL. Na fase cronica da LMC, 
o hemograma caracteriza-se por apresentar ane¬ 
mia normocitica e normocromica de intensidade 
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variavel, leucocitose a custa de granulocitose 
(neutrofilia, eosinofilia e basofilia) e trombocitose. 
A contagem de plaquetas pode ser superior a 
1.000.000 de plaquetas/pL. 

A mielofibrose e uma doen 9 a mieloproliferativa 
de origem clonal que se caracteriza pela produ^ao 
excessiva de colageno pelos fibroblastos da medu- 
la ossea, estimulados por citocinas produ- 
zidas por megacariocitos e celulas endoteliais 
anormais . 2 E uma doen 9 a caracteristica de idades 
acima de 60 anos, e o paciente apresenta hemato- 
poiese extramedular com produ 9 ao celular 
hepatica e esplenica . 2 A maioria dos pacientes, ao 
diagnostico, apresenta como sinal clinico espleno- 
megalia . 2 A serie vermelha apresenta como alte- 
ra 9 oes caracteristicas dacridcitos, eritroblastos 
circulantes, esquizocitos, codocitos e policroma- 
tofilia. A trombocitose esta presente ao diagnostico 
com plaquetas de tamanho aumentado; fragmen- 
tos de megacariocitos e ate megacariocitos podem 
ser encontrados no sangue periferico. A fun 9 ao 
plaquetaria esta alterada e evidenciada por au- 
mento no TS . 2 

Na trombocitose secundaria ou reativa, a 
contagem de plaquetas pode ser bastante elevada, 
mas a incidencia de episodios tromboticos ou he- 
morragicos nao e comum . 2 Processos infecciosos, 
inflamatorios cronicos e cirurgias sao causas de 
trombocitose reativa. E preciso haver cuidado no 
curso de um processo infeccioso quando ocorre 
queda no numero de plaquetas; nesse caso, deve-se 
pensar na possibilidade de septicemia e, se asso- 
ciada a esquizocitos e hemolise, em purpura 
trombocitopenica trombotica. Pacientes com ane¬ 
mia ferropriva podem apresentar trombocitose e, 
nessa situa 9 ao, deve ser pensado em anemia fer¬ 
ropriva por sangramento gastrintestinal, muitas 
vezes acompanhada de leucocitose a custa de 
neutrofilia . 2 

:: PLAQUETAS E TROMBOSE 

O trombo pode ser formado tanto na circula 9 ao 
arterial como na venosa. O trombo arterial (tam- 
bem chamado de trombo branco por reter poucos 
eritrocitos em seu interior) e formado em locais de 
fluxo sanguineo elevado e e composto principal- 
mente de plaquetas. O trombo vermelho e forma¬ 
do em locais de estase venosa, rico em fibrina e 
com muitos eritrocitos retidos. O trombo arterial 
geralmente e nao oclusivo, mas pode embolizar e 
obstruir a circula 9 ao, com ocorrencia frequente 
nas camaras cardiacas e nas arterias carotidas 


(causando obstru 9 ao na circula 9 ao cerebral ). 2 A 
trombose intracardiaca esta relacionada com le- 
soes nas valvas ou no endotelio. 

O inicio da forma 9 ao do trombo arterial por 
a 9 ao plaquetaria requer lesao na celula endotelial 
e expos^ao do subendotelio. As plaquetas ade- 
rem-se, agregam e se estabelece uma intera 9 ao 
entre as plaquetas circulantes e as aderidas. A de- 
posi 9 ao de novas camadas de plaquetas continua 
ocorrendo, o trombo plaquetario incorpora-se a 
parede vascular e libera o fator de crescimento 
derivado de plaquetas, que leva a prolifera 9 ao ra- 
pida e intensa de fibroblastos, formando a placa 
aterosclerotica, rica em substancias aterogenicas . 2 
Niveis elevados de LDL-colesterol aumentam a 
reatividade plaquetaria e influenciam a forma 9 ao 
e o desenvolvimento do trombo, que pode conti- 
nuar a ere seer, levando ao estabelecimento de um 
processo inflamatorio cronico, que tera como 
destino a ulcera 9 ao ou o rompimento da placa 
aterosclerotica . 2 

O risco de trombose coronariana e de doen 9 a 
cerebrovascular tambem esta correlacionado com 
o polimorfismo dos receptores plaquetarios. No 
polimorfismo do gene a IIb e (3 3 , o alelo PRO 33 
esta associado a risco maior para trombose coro¬ 
nariana . 2 No polimorfismo do gene a 2 , o alelo 1 
esta provavelmente associado com um risco maior 
para doen 9 a cerebrovascular e e um risco para do- 
en 9 a coronariana arterial e trombose venosa. O 
polimorfismo do complexo GPIb apresenta um 
risco aumentado para doen 9 a coronariana arterial 
(VNTR A e VNTR B) e pode ser um risco aumen¬ 
tado para doen 9 a cerebrovascular . 2 

:: AVALIAQAO LABORATORIAL 
DA HEMOSTASIA PRIMARIA 

O coagulograma, representado por um conjunto 
de exames, permite avaliar a resposta hemostati- 
ca de um individuo. Os exames que compoem o 
coagulograma sao o tempo de coagula 9 ao, a fra- 
gilidade capilar (prova do k .90 ou do torniquete), 
a retra 9 ao do coagulo, a morfologia plaquetaria, a 
contagem de plaquetas, o TS, o TP e o TTPa. Os 
tres primeiros exames, tempo de coagula 9 ao, fra- 
gilidade capilar e retra 9 ao do coagulo, sao consi- 
derados testes obsoletos, destituidos de valor cli¬ 
nico e que nao devem mais ser realizados pelo 
laboratorio. Os exames que avaliam a hemostasia 
primaria sao a morfologia plaquetaria, a conta¬ 
gem de plaquetas e o TS. O laboratorio de rotina 
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tem poucos recursos para estabelecer um diag¬ 
nostic o laboratorial em um paciente com altera- 
qao na hemostasia primaria. Outros exames que 
podem estabelecer um diagnostico laboratorial 
em altera^oes da hemostasia primaria sao a curva 
de agrega^ao plaquetaria e a citometria de fluxo. 
Esses, no entanto, sao exames disponlveis em 
poucos laboratories. A Figura 12.13 representa 
os exames que compoem o coagulograma. 

Morfologia plaquetaria 

A plaqueta normal caracteriza-se por ser um cor- 
pusculo discoide de colora^ao azulada com gra- 
nulos purpura em seu interior, o que caracteriza a 
presen^a das organelas plaquetarias, Em ex ten- 
soes sanguineas, confeccionadas com sangue sem 
anticoagulante, e comum encontrar pequenos 
grumos plaquetarios, resultado da agrega^ao pla¬ 
quetaria. Altera^oes de morfologia, como ausen- 
cia de granulos e aumento do volume plaquetario 
(plaquetas gigantes), e altera^oes na morfologia 
discoide (plaquetas de formas anomalas ou bizar- 
ras) estao correlacionadas com patologias plaque¬ 
tarias. A Figura 12.14 mostra fotos de plaquetas 
normals. 

Contagem de plaquetas 

As plaquetas devem ser avaliadas quanto ao nu- 
mero, a fun^ao e a morfologia. A avalia^ao nume¬ 
ric a e obtida a partir da contagem de plaquetas, a 
qual deve ser realizada por automa^ao, pois o coe- 
ficiente de varia^ao e 2%, enquanto na contagem 
manual e de 22%. 2 

A contagem manual de plaquetas deve ser 
feita com muito rigor tecnico e, muitas vezes, e 






FIGURA 12.14 Plaquetas normals 


diffcil realiza-la. Os llquidos diluentes para a 
contagem de plaquetas podem ser hemolisantes 
e nao hemolisantes; os primeiros fazem a hemo- 
lise eritrocitaria. A Figura 12.15 mostra quais 
sao os liquidos hemolisantes e quais os nao 
hemolisantes. 

A escolha do diluente depende da preferencia 
de cada profissional. Uma vez escolhido o Kquido 
diluente, ele deve ser filtrado; e interessante que se 
filtre uma quantidade um pouco maior do que a 
necessaria para as contagens que serao realizadas. 
A amostra sanguinea deve ser homogeneizada por 
15 minutos, principalmante se estiver sem ser ma¬ 
rl ipulada ha algum tempo. A dilui^ao recomendada 
e de 1:200 (20 p,L de sangue para 4 mL de liquido 
diluente) e deve ser modificada caso o numero de 
plaquetas seja muito baixo (dilui^ao menor) ou 


























340 Hematologia laboratorial: teoria e procedimentos 



muito alto (dilui^ao maior). Apos realizada, a di- 
lui^ao deve ser homogeneizada por cinco minu- 
tos, e a camara de Neubauer deve ser preenchida. 
E recomendavel que um dos lados seja preenchido 
com a dilui^ao e o outro com o liquido diluente (a 
quantidade a mais filtrada). A camara de Neu¬ 
bauer deve ser colocada em camara umida entre 
30 a 40 minutos para que haja sedimenta^ao das 
plaquetas e, apos o tempo de sedimenta^ao, conta- 
das em microscopio otico. A camara de Neubauer 
espelhada facilita a contagem de plaquetas e, caso 
o laboratorio tenha um microscopio com contras- 
te de fase, a contagem se torna bem mais facil. An¬ 
tes de fazer a contagem, deve ser verificado o reti- 
culo que foi preenchido somente com o liquido 
diluente, para ver se ha particulas em suspensao 
que possam ser confundidas com plaquetas e, 
posteriormente, iniciar a contagem no reticulo 
preenchido com a dilu^ao. A contagem de pla¬ 
quetas e um exame muito importante porque ca- 
racteriza a trombocitopenia ou trombocitose, mas 
nao mede a fun^ao plaquetaria. 

Quando se tem uma duvida quanto ao resultado 
da contagem de plaquetas, elas podem ser avaliadas, 
numericamente, a partir de extensoes sanguineas. 
Varios metodos que permitem essa avalia^ao estao 
descritos na literatura. 39 A Figura 12.16 mostra 
esses metodos. 



Fonte: Adapts da de Comar e colaboradores . 39 


Metodo de Fonio Modificado 39 

Diferentemente do metodo original, que emprega 
sulfato de magnesio a 14% para evitar a agrega^ao 
plaquetaria do sangue obtido por pun$ao digital, o 
metodo modificado utiliza extensoes sanguineas 
confeccionadas a partir de amostras de sangue to¬ 
tal coletadas com K 3 EDTA. Desse ponto em diante, 
foi seguida a tecnica original, na qual, para se rea- 
lizar a avalia^ao plaquetaria em lamina, foram 
contadas, no microscopio otico, com aumento de 
1.000 vezes, plaquetas em 1.000 eritrocitos e, em 
seguida, foi calculado o numero de plaquetas da 
seguinte forma: 


NPE x NE 

Plaquetas/pL =- 

1.000 

NPE = numero de plaquetas contadas 
NE = numero de eritrocitos/pl 

Metodo de Barbara H. O'connor 39 

Para se fazer a avalia^ao plaquetaria por esse me¬ 
todo, confeccionam-se extensoes sanguineas a 
partir de amostras de sangue total coletadas com 
K 3 EDTA. Contam-se, no microscopio otico com 
aumento de 1.000 vezes, plaquetas em 10 campos 
e, em seguida, calcula-se o valor medio de plaque¬ 
tas por campo. O valor medio e multiplicado por 
13.000 (constante de multiplica^ao) para se obter 
o valor estimado de plaquetas/flL. 

Metodo de Nosanchunk, Chang e Bennett 39 

Para esse metodo, tambem sao confeccionadas ex¬ 
tensoes sanguineas a partir de amostras de sangue 
total coletadas com K 3 EDTA. Conta-se, no micros¬ 
copio otico com aumento de 1.000 vezes, plaquetas 
em oito campos. A soma obtida e multiplicada por 
2.000 (constante de multiplica^ao) para se obter o 
valor estimado de plaquetas/pL. 

Metodo alternative 39 

Para esse metodo, igualmente, sao confeccionadas 
extensoes sanguineas a partir de amostras de san¬ 
gue total coletadas com K 3 EDTA. Contam-se, no 
microscopio otico com aumento de 1.000 vezes, 
plaquetas em 10 campos e, em seguida, calcula-se 
o valor medio de plaquetas por campo. O valor 
medio e multiplicado pelo valor da concentra^ao 
de hemoglobina (g/dL) do paciente e, em seguida, 
multiplicado por 1.000 para obter-se o valor esti¬ 
mado de plaquetas/jlL. 
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Tempo de sangramento (TS) 

Tecnica: 

1. Aplicar uma pressao de 40 mmHg com es- 
figmomanometro no antebra^o, manter a 
pressao durante a realiza^ao do teste. 
Escolher uma regiao logo abaixo da dobra 
do cotovelo na qual nao haja nenhuma veia 
visivel ou palpavel. As incisoes devem ser 
feitas nessa regiao. 

Fazer assepsia do local predeterminado e, 
com uma lanceta propria para o TS (profun- 
didade da incisao padronizada de 1 mm), 
fazer tres incisoes, manter uma distancia de 
aproximadamente 1 cm entre cada incisao. 
Apos a realiza<;ao das incisoes, acionar o 
cronometro e a cada 30 segundos, com au- 
xilio de um papel de filtro, absorver delica- 
damente o sangue que esta fluindo. 
Quando o sangramento cessar, tem-se o 
valor do TS. 

O valor de referenda, na literatura, varia entre 
1 a 7 minutos. O procedimento correto e que cada 
laboratorio estabele^a o valor de referenda para a 
popula^ao que atende. 

O TS mede a fun^ao plaquetaria, sendo um tes¬ 
te especifico para a hemostasia primaria. O TS esta 
aumentado nas alterai^oes plaquetarias quantitati- 
vas e qualitativas, podendo estar alterado nas pur¬ 
puras vasculares. Uma das limita^oes do TS e que 
ele nao diferencia as altera^oes plaquetarias das 
vasculares. E um teste bastante importante porque 
mede a fun^ao plaquetaria in vivo, mas, para que 
tenha valor clinico, deve ser feito com bastante ri¬ 
gor tecnico. O TS deve ser feito no pre-operatorio 
ou na pesquisa de purpura ou coagulopatia (especi- 
ficamente doent^a de von Willebrand). 

Muitos cuidados devem ser tornados durante 
o procedimento tecnico. Quando se faz a incisao, 
toda a parte perfurante da lanceta deve penetrar a 
pele. Dispositivos especificos para o TS devem ser 
encostados firmemente na pele antes de serem 
acionados. Quando, em duas incisoes, o sangue 
para de fluir e na terceira nao, pode-se ter “pego” 
uma veia e deve ser considerado o valor das duas 
que pararam de sangrar. Quando realizado em 
polpa digital ou lobo da orelha, o TS nao tern valor 
diagnostico por serem locais de dificil padroniza- 
£ao tecnica. O TS realizado no lobulo da orelha 
(metodo de Duke) nao e sensivel ao tratamento 
com AAS. 40 


Em algumas situates, o TS nao deve ser rea¬ 
lizado, como no caso de pacientes na vigencia de 
purpura ou em uso de antiagregantes plaquetarios 
(dependendo da concentra^ao utilizada) porque 
nessas situates o sangramento causado pelo exa- 
me pode nao parar, sendo necessaria uma inter- 
ven<j:ao com trombina topica, por exemplo. 

Agregaqao plaquetaria 

Uma tecnica pouco utilizada para avaliaijao fun- 
cional das plaquetas e controle de agentes agre- 
gantes e a agrega^o plaquetaria. O principio do 
teste e simples. Colhe-se o sangue do paciente 
para obter um plasma rico em plaquetas (as pla¬ 
quetas estao em suspensao) e coloca-se no agrego- 
metro (aparelho que mede a agrega^ao plaqueta¬ 
ria). Pelo tubo onde esta o plasma rico em 
plaquetas, pass a um feixe de luz cuja transmitan- 
cia vai ser medida por uma fotocelula. Quando as 
plaquetas estao em suspensao, a transmitancia e 
baixa; quando se adiciona o agente agregante, se 
houver agrega^ao, os grumos plaquetarios tendem 
a sedimentar, e a transmitancia aumenta. O apa¬ 
relho emite uma curva a partir da porcentagem de 
transmissao de luz pelo tempo transcorrido. A 
analise da curva permite a avalia^ao da fun^ao 
plaquetaria. 2 Varios sao os agentes agregantes uti- 
lizados in vitro: ADP, adrenalina, colageno, acido 
aracdonico, trombina, ristocetina, epinefrina e 
plasma bovino. 2 A ADP em baixas concentrates 
revela uma curva bifasica; a primeira curva e de- 
pendente do estimulo da ADP, e a segunda e de- 
pendente da secre^ao plaquetaria. Em altas con- 
centra^oes, mostra uma unica curva de agregat^ao. 
A tromboastenia de Glanzmann e as deficiencias 
de granulos alfa e corpos densos mostram perfil 
hipoagregante frente a ADP. 2 A adrenalina induz 
a secre^ao pela liberaqiao dos canais de calcio. Pa¬ 
cientes com deficiencia de granulos alfa e corpos 
densos nao mostram agrega^ao frente a adrenali¬ 
na. 2 O colageno liga-se especificamente ao seu re¬ 
ceptor (GPIa/IIa, principal receptor) e estimula a 
secre^ao plaquetaria de forma mais lenta, apre- 
sentando uma curva “tardia”. A tromboastenia de 
Glanzmann nao responde com agrega^ao frente 
ao colageno. 2 O acido aracdonico e convertido a 
tromboxano A 2 por a^ao da cicloxigenase, mos- 
trando uma unica curva de agrega^ao. Pode ser 
utilizado para o controle do acido acetilsalicilico e 
para as deficiencias de tromboxano sintetase e ci¬ 
cloxigenase. A trombina e um indutor da agrega- 
^ao plaquetaria e mostra uma curva bifasica. Pa- 
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cientes com tromboastenia de Glanzmann nao 
respondem a trombina . 2 A ristocetina e uin anti- 
biotico que deixou de ser utilizado por induzir 
trombocitopenia em furn^ao de seu poder agre- 
gante frente ao fator de von Willebrand . 2 E o uni- 
co agente agregante que nao necessita do metabo- 
lismo plaquetario; por esse fato, a agrega 9 ao pode 
ser realizada em plaquetas formalizadas. A risto¬ 
cetina e utilizada para diagnostico da doen^a de 
von Willebrand porque a agrega^ao so ocorre na 
presen^a desse antibiotico . 2 Pacientes com a sin- 
drome de Bernard-Soulier tambem nao mostram 
agrega^ao frente a ristocetina . 2 O diagnostico di- 
ferencial pode ser feito pela visualiza^ao da mor- 
fologia plaquetaria e pela utiliza^ao de plasma 
bovino como agente agregante . 2 Na doen^a de von 
Willebrand, a agrega^ao e corrigida com plasma 
bovino e, na slndrome de Bernard Soulier, nao. 
Caso seja adicionado ao plasma do paciente (defi- 
ciente de von Willebrand) um plasma normal, a 
curva de agrega^ao frente a ristocetina e corrigi¬ 
da . 2 Na doen 9 a de von Willebrand, a agrega 9 ao 
plaquetaria e conseguida frente a A DP, adrenalina 
e acido aracdonico, mas nao frente a ristocetina . 2 
A epinefrina mostra uma curva bifasica de agre- 
ga 9 ao com perfil hipoagregante em pacientes tra- 
tados com acido acetilsaliclclico e outros agentes 
inflamatorios . 2 A Figura 12.17 mostra duas cur- 
vas de agrega 9 ao plaquetaria (uma curva agregan¬ 
te e outra nao agregante), utilizando como agente 
agregante a ADP. 


Tendo-se um agregometro, o teste de agrega- 
9&0 plaquetaria e bastante simples de ser realiza¬ 
do, mas requer muito cuidado na fase pre-anall- 
tica. A coleta nao pode ser traumatica; o sangue 
deve ser coletado com scalp, e os primeiros 3 mL 
devem ser desprezados. O tubo que recebera o 
sangue deve ser siliconado ou de plastico. O an- 
ticoagulante e o citrato de sodio na propor 9 ao 
de 1 parte de anticoagulante para 9 de sangue, e 
valores de volume globular abaixo de 20 % ou 
acima de 55% devem ter a quantidade de antico¬ 
agulante corrigida (ver fase pre-analltica). O 
teste deve ser realizado ate quatro horas apos a 
coleta, a amostra nao pode ser refrigerada, e o 
teste e realizado a 37 °C. Amostras lipemicas e 
hemolisadas interferem na transmitancia. O 
plasma rico em plaquetas (PRP) e obtido por 
centrifuga 9 ao ( 1.000 rpm) em temperatura am- 
biente, e a quantidade de plaquetas no PRP deve 
ser padronizada para 250.000/mm. 41 O profis- 
sional que realiza a curva de agrega 9 ao plaque¬ 
taria deve conversar com o paciente antes da 
realiza 9 ao do exame. A finalidade dessa conver- 
sa e saber se o paciente faz uso de algum medi- 
camento que possa influenciar o resultado do 
teste e por que foi solicitada a curva de agrega- 
9 & 0 . Saber o motivo da solicita 9 ao e muito im- 
portante para definir qual agente agregante sera 
utilizado no teste; muitas vezes, para definir 
uma situa 9 ao cllnica, mais de um agente agre¬ 
gante podem ser utilizados. 


Curva nao agregante 
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FIGURA 12.17 Curvas de agregagao plaquetaria (uma curva agregante e outra nao agregante), utilizando 
como agente agregante a ADP. 


Fonte: Silva . 42 
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A curva de agregagao plaquetaria deve ser uti- 
lizada para monitorar os medicamentos antiagre- 
gantes plaquetarios, com a finalidade de saber se o 
medicamento utilizado esta inibindo adequada- 
mente a atividade plaquetaria. Os medicamentos 
antiagregantes sao discutidos no topico Controle 
da terapia antitrombotica do Capitulo 13, Fase 
pos-analftica: hemostasia secundaria. 

Citometria de fluxo 

A citometria de fluxo pode ser utlizada para me- 
dir a ativagao plaquetaria e detectar subpopula- 
goes plaquetarias. 2 Nao e uma metodologia sim¬ 
ples e necessita que a fase pre-analitica seja 
executada com muito criterio e por um tecnico 
especializado. Uma dificuldade e que a analise 
deve ser feita ate 45 minutos apos a coleta. O me- 
todo mede a fungao das plaquetas circulantes; as- 
sim, caso haja ativagao plaquetaria, mas as pla¬ 
quetas sejam retiradas rapidamente da circulagao 
(p. ex., adesao ao endotelio), a ativagao plaquetaria 
nao sera observada. A citometria de fluxo pode 
medir a ativagao plaquetaria, fazer o diagnostico 
de disfungoes plaquetarias, medir o grau de matu- 
ragao e reconhecer a presenga de anticorpos liga- 
dos a membrana plaquetaria. 2 

A P-selectina e uma proteina intracelular que 
esta presente na membrana dos granulos plaque¬ 
tarios quando a plaqueta nao esta ativada. Com a 
ativagao plaquetaria, a membrana do granulo 
une-se a membrana citoplasmatica, e a P-selectina 
expressa-se no meio extracelular. 2 Utilizando-se o 
anticorpo monoclonal anti-CD62P, que se une es- 
pecificamente a P-selectina, pode-se quantificar a 
P-selectina e, com isso, a ativagao plaquetaria. 2 
Podem ser utilizados, tambem, outros marcadores 
de ativagao plaquetaria revelados pelo uso de anti¬ 
corpos monoclonais anti-CD41 e CD61. 2 Um an¬ 
ticorpo monoclonal chamado PAC-1 reconhece o 
receptor GPIIb/IIIa quando este esta na confor¬ 
mal ao de alta afinidade; quando ha uniao do re¬ 
ceptor com o anticorpo monoclonal, a plaqueta 
esta ativada. 2 Agentes antiagregantes dirigidos 
contra esse receptor podem ter sua eficacia medida. 
A tromboastenia de Glanzmann e a sindrome de 
Bernard-Soulier tern uma expressao reduzida de 
GPIIb/IIIa e de GPIb/IX/V, e o uso de anticorpos 
monoclonais dirigidos contra tais receptores pode 
fazer o diagnostico dessas patologias. 2 A citome¬ 
tria de fluxo tambem pode ser utilizada no con¬ 
trole da terapia antitrombotica, e medicamentos 
como a ticlopidina podem ser avaliados usando a 


P-selectina como marcador. 2 A citometria de flu¬ 
xo tambem permite identificar a presenga de imu- 
noglobulinas na superficie plaquetaria em trom- 
bocitopenias aloimunes e autoimunes. 2 

Constantes plaquetarias e 
plaquetas reticuladas 

As constantes plaquetarias e o valor clinico da de- 
terminagao das plaquetas reticuladas estao descri- 
tas no Capitulo 2, Fase analitica - analisadores 
hematologicos e novos parametros derivados da 
automagao. 
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FASE POS-ANALITICA 

HEMOSTASIA SECUNDARIA 




Os fatores de coagula^ao sao representados por algarismos romanos. A Tabela 
13.1 relaciona as propriedades de 10 fatores de coagula^ao. Nao estao re- 
lacionados, nesse quadro, o fator III (tromboplastina tecidual), os cininogenios 
de alto peso molecular (HK) e a pre-calicreina (PK). 


TABELA 13.1 Propriedades dos fatores de coagulagao 

FATOR 

LOCAL DE 
SfNTESE 

MEIA- 

-VIDA EM 

HORAS 

NlVEL MlNIMO 

hemostAtico 

ESTABILIDADE 

ap6s coleta 

MODO DE 
HERAN^A 

LOCALIZACAO 

CROMOSSdMICA 

Fibrinogenio 
Fator1 

Figado 

70-120 

50-100 mg/dL 

Estavel 

Autossomica 

recessiva 

4q23-q32 

Protrombina 
Fator It 

Figado 

70-110 

40% da 
con centra ^ao 

Estavel 

Autossomica 

recessiva 

11 

Fator V 

Figado 

5 

5-10% da 
concentragao 

Labil 

Autossomica 

recessiva 

1 q21 -25 

Fator VII 

Figado 

4-7 

5-10% da 
concentrate 

Estavel 

Autossomica 

recessiva 

13 

Fator VIII 

Figado 

10-14 

30% da 
con centra £ao 

Labil 

Ligada ao 
sexo 

Xq28 

Fator IX 

Figado 

20 

30% da 
con centra tao 

Estavel 

Ligada ao 
sexo 

X 

Fator X 

Figado 

40 

8-10% da 

concentrate 

Estavel 

Autossomica 

recessiva 

13q32-qter 

FatorXI 

Figado 

60 

20-30% da 

concentrate 

Estavel 

Autossomica 

recessiva 

4q35 

Fator XII 

Desconhecido 

50-60 

Nao e requerido 

Estavel 

Autossomica 

recessiva 

5q33-qter 

Fator XIII 

Figado 

3-12 

8-10% da 
con centra to 

Estavel 

Autossomica 

recessiva 

6p24-25 

1q31-q32.1 


Fonte: Silva e colab or ad ores . 1 


Nao esta relacionada como um fator plasmatico da coagula^ao sanguinea a 
tromboplastina tecidual, um fosfolipideo que nao esta presente na corrente cir- 
culatoria e que ativa diretamente o fator VII e desencadeia a cascata da coagula- 
£ao sanguinea por ativar os fatores IX e X. O calcio ionizado tambem nao esta 
relacionado como um fator da coagula^ao, mas participa de todas as fases da 
cascata da coagula^ao. 

Os fatores da coagula^ao podem ser separados em tres categorias: zimoge- 
nios, cofatores e proteina estrutural. A Figura 13.1 traz a separa^ao dos fatores da 
coagula^ao em tres categorias, e a Figura 13.2, os cofatores soluveis e celulares. 
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Fonte: Adaptada de Silva e colaboradores . 1 


Os zimogenios podem ser definidos como os 
precursores inertes das serinoproteases e devem ser 
ativados proteoliticamente para expressarem suas 
atividades enzimaticas. Isso significa que esses fa- 
tores sao sintetizados e circulam em uma forma 
inativa e que devem ser ativados para que possam 
ativar outros fatores da coagula^ao. 1 Os zimogenios 
podem ser divididos em duas classes, os dependentes 
de vitamina K e os nao dependentes de vitamina K. 
Os fatores II, VII, IX, X, proteina C (PtC) e protei- 
na S (PtS) sao dependentes de vitamina K, e os fa¬ 
tores XI, XII, XIII e a pre-calicreina (PK) sao nao 
dependentes de vitamina K. 

Os cofatores agem em conjunto com os zimo¬ 
genios e sao de extrema importancia na cascata 


da coagula^ao sanguinea, porque, na deficiencia 
de algum cofator, o paciente pode apresentar uma 
coagulopatia grave. Um exempio e a hemofilia A, 
uma coagulopatia bastante grave, causada pela 
deficiencia do fator VIII, que e um cofator. Os co¬ 
fatores podem ser classificados em soluveis ou 
celulares. Os soluveis estao no plasma, e os celu- 
lares sao produzidos a partir de celulas. Os cofa¬ 
tores soluveis sao os fatores V e VIII, o fator de 
von Willebrand (FvW), os cininogenios de alto 
peso molecular (HK), a proteina Sea proteina C. 
Os cofatores celulares sao representados pelo fa¬ 
tor III (tambem chamado de tromboplastina teci- 
dual ou fator tissular) e pela trombomodulina 
(TM). A proteina C, a proteina Sea trombomo¬ 
dulina nao participam da ativa^ao da cascata da 
coagulaifao; elas agem como inibidores dessa cas¬ 
cata, sendo consideradas os inibidores fisiologi- 
cos da coagula^ao. 

A proteina estrutural e representada pelo fi¬ 
brinogenio, que e chamado de estrutural porque e 
a partir de sua molecula que o coagulo de fibrina 
e formado. Quando se visualiza um coagulo for- 
mado em um teste de coagula^ao, por exempio, 
quando se realiza um tempo de protrombina (TP) 
ou tempo de tromboplastina parcial ativada 
(TTPa), este coagulo significa a transforma^ao do 
fibrinogenio em fibrina, resultado final da cascata 
da coagula^ao sanguinea. Deve-se ressaltar que 
esse coagulo (forma^ao da fibrina in vitro ) e for¬ 
mado somente pelos fatores da coagula^o, nao 
ocorrendo a participate da hemostasia primaria. 
A fibrina e formada pela associa^o de varias mo- 
leculas de fibrinogenio sem os fibrinopeptideos A 
e B. A Figura 13.3 traz uma representato da mo¬ 
lecula do fibrinogenio. 



FIGURA 13.3 Representato da molecula do fibrinogen 


o. 


Fibrinopeptideo A 


Fonte: Adaptada de Silva e colaboradores. 1 . 
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:: FATORES DEPENDENTES DE VITAMINA K 
Ciclo da vitamina K 

Os fatores dependentes de vitamina K sao o II, 
VII, IX e X. Esses fatores sao sintetizados no figa- 
do e, para se tornarem ativos, ou seja, passiveis de 
serem ativados por outros fatores, eles devem ser 
carboxilados nos seus residuos de acido glutamico; 
essa carboxila^ao e dependente da vitamina K. 1 A 
vitamina K realiza um ciclo de oxirredu^ao, em que 
ela e reduzida a forma de hidroquinona e, nessa es- 
trutura, cede o radical carboxila para os fatores da 
coagula^ao (dependentes de vitamina K) e retorna 
a sua forma oxidada. 1 A enzima NADPH redutase 
e responsavel pela redu^ao da vitamina K (forma 
de hidroquinona), e a enzima vitamina K carboxi- 
lase (y-glutamil carboxilase) oxida a vitamina K. 1 
Ocorrendo a carboxila^ao, o pro-peptideo (parte 
da estrutura molecular do fat or de coagula^ao) e 
clivado, e a proteina madura e secretada. 1 ’ 2 Os an- 
ticoagulantes orais (varfarina e dicumarol) ini- 
bem o ciclo da vitamina K da forma oxidada para 


a reduzida; desse modo, nao ha ativa^ao dos fato¬ 
res II, VII, IX e X, e o paciente fica anticoagulado. 
A Figura 13.4 ilustra o ciclo da vitamina K, e a 
Figura 13.5 mostra a estrutura molecular dos fa¬ 
tores dependentes de vitamina K. 

Vitamina K carboxilase 
y-glutamil carboxilase 

C0 2 ^Pro-zimogenio^ Pro-zimogenio 
_carboxilase passive! 



FIGURA 13.4 Ciclo da vitamina K. 


Fonte: Adaptada de Silva e colaboradores . 1 
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Fator IX 


FIGURA 13.5 Estrutura molecular dos fatores dependentes de vitamina K. 


Fonte: Adaptada de Silva e colaboradores . 1 
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A estrutura molecular dos fatores dependen- 
tes de vitamina K e muito semelhante. Todas pos- 
suem de 9 a 12 residuos aminoterminais de acido 
glutamico e uma sequencia aminoterminal de 19 a 
25 aminoacidos, chamados de pro-peptideos, que 
reconhecem a enzima y-glutamil carboxilase, que 
catalisa a carboxila^ao dos residuos de acido glu¬ 
tamico. 1 Quando ocorre a carboxila^ao, o pro- 
-peptideo e clivado, e a proteina madura (fatores 
II, VII, IX e X) e secretada. A estrutura genica des¬ 
ses fatores e muito semelhante: a varia^ao ocorre 
no tamanho dos introns. 1 Muta^oes na enzima 
y-glutamil carboxilase podem resultar em baixos 
niveis desses fatores em pessoas portadoras destas 
muta^oes. Esta situa^ao e muito interessante e 
chama a aten^ao para o fato de, antes de se iniciar 
uma terapia com anticoagulantes orais conven- 
cionais, deve-se, obrigatoriamente, realizar um 
TP (tempo de protrombina, anteriormente desig- 
nado como TAP - tempo de atividade da pro¬ 
trombina) basal. OTPeo teste de escolha porque 
ele e dependente, exclusivamente, do fator VII, e a 
inibi^ao do fator VII reflete o nivel de anticoagu- 
la$ao pelo anticoagulante oral convencional. 

Fator II 

Tambem e chamado de protrombina ou forma 
inativa da trombina, ou seja, e um precursor da 
trombina. E uma glicoproteina (579 aminoacidos) 
de sintese hepatica e cerebral, cujo gene esta loca- 
lizado no cromossomo lie possui 14 exons e 13 
introns. 1 ’ 2 A protrombina nao tern atividade coa- 
gulante na forma de zimogenio e deve ser trans- 
formada em trombina para apresentar atividade 
coagulante. 1 

A protrombina passa a forma ativa (trombina) 
por a^ao do complexo dos fatores Xa, Va, ions cal- 
cio e fosfolipideo plaquetario, o qual cliva o sitio 
catalitico da molecula da protrombina entre os 
aminoacidos arginina-320 e isoleucina-321, for- 
mando um composto intermediario chamado de 
meizotrombina. 1 A clivagem na meizotrombina, 
entre arginina-271 e treonina-272, gera dois frag- 
mentos, a a-trombina e o fragmento 1+2. 1 A cliva¬ 
gem entre arginina-155 e serina-156 tanto na mei¬ 
zotrombina como no fragmento 1+2 ira gerar a 
trombina. 1 

A trombina apresenta duas a^oes na hemosta¬ 
sia, a primeira e pro-coagulante, e a segunda e 
anticoagulante. A fun^ao pro-coagulante revela- 
-se pela atividade fibrinolitica (transforma o 


fibrinogenio em fibrina), pela ativa^ao dos fatores 
V, VIII, XI, XIII, pela ativa^ao das plaquetas e pela 
secreijao do fator von Willebrand. 1 Sua aijao anti¬ 
coagulante esta no fato de ela limit ar a forma^ao 
do coagulo no local da lesao, ao estimular o endo- 
telio a sintetizar e liberar substancias que inibem 
as plaquetas, que causam vasodilata^ao e liberam 
ativadores teciduais do plasminogenio. 1 A trom¬ 
bina, ainda em a$ao anticoagulante, faz com que a 
celula endotelial expresse, em sua superficie, a 
trombomodulina (cofator da trombina), e o com¬ 
plexo proteina C-S (inibidor fisiologico da coagu- 
Ia 9 ao) e ativado. A afinidade do complexo trombi- 
na-trombomodulina pela proteina C pode 
aumentar significativamente sob a a^ao do 
receptor endotelial da proteina C. 1 A trombina 
apresenta atividade de fator de crescimento e cito- 
cina com fun^ao na aterosclerose, cicatriza^ao e 
inflama^ao. 1 E inibida pela antitrombina e pela 
heparina cofator II. 1 

Nao ha descri^ao de deficiencias graves da 
protrombina por serem incompativeis com a vida. 
Disprotrombinemias sao raras. Sao descritos poli- 
morfismos da protrombina que acarretam au- 
mento na sua concentra 9 ao e, com isso, um risco 
aumentado de trombose. Uma muta 9 ao de ponto 
na posi 9 ao 20210, em que ocorre a troca de uma 
guanina por adenina, resulta em um aumento de 
30% na concentra 9 ao da protrombina. 1 A concen- 
tra 9 ao plasmatic a de protrombina e de aproxima- 
damente 100 pg/mL e com tempo de meia-vida de 
aproximadamente tres dias. 2 

A ativa 9 ao da protrombina marca o inicio da 
via comum. A Figura 13.6 mostra a sequencia de 
ativa 9 ao dos fatores de coagula 9 ao a partir da pro¬ 
trombina. 



FIGURA 13.6 Ativa^ao dos fatores de coagula^ao 
a partir da protrombina. 


Fonte: Adaptada de Silva e colaboradores . 1 
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FatorVII 

O gene do fator VII esta localizado no cromosso- 
mo 13, possui 8 exons e 7 introns e 12,8 Kb e pro- 
duz uma glicoproteina de 406 aminoacidos . 1 - 2 Sua 
sintese e hepatica . 1 O fator VII circula em duas 
formas no plasma: na forma inativa (zimogenio 
inativo) e na forma ativada (Vila, encontrada em 
baixa concentra^ao ). 2 O fator Vila tern uma con- 
centra^ao que e suficiente para ativar o fator X (Xa) 
na present a do fator tissular . 2 O fator Xa ativa o 
fator VII inativado, e o complexo fator Vlla-fator 
tissular ativa, tambem, o fator VII . 2 

O fator VII, quando ativado, ativa o X e de sen- 
cade ia a transforma^ao da protrombina em trom- 
bina. Atualmente, sabe-se que o fator VII tambem 
ativa o fator IX que, associado ao VIII, a plaquetas 
e ao calcio, ativa o X. O fator VII passa a ter um 
pap el central na coagula^ao sanguinea por ativar 
tanto o fator X como o IX. Em termos de coagula- 
9 ao sanguinea, o organismo somente deve tolerar 
a presen^a do fator tissular em situa 9 oes fisiologi- 
cas pro-coagulantes. 

A deficiencia de fator VII e rara, mas esta as- 
sociada a doen^a hemorragica . 1 

Fator IX 

O gene do fator IX esta localizado no bra 90 longo 
do cromossomo X (especificamente em Xq27.1); 2 
portanto, a sua deficiencia e uma heran^a ligada 
ao sexo. O fator IX e uma glicoproteina de cadeia 
unica composta de 415 aminoacidos com um peso 
molecular de 56kDa. 2 

O fator IX e ativado principalmente pelo fator 
VII ativado, mas pode ser ativado tambem pelo 
fator XI ativado. Tern como cofator o VIII ativado, 
que se complexa ao IX ativado sobre a superficie 
plaquetaria, e este complexo, na presen 9 a de ions 
calcio, ativa o fator X. Ha uma redu^ao bastante 
significativa na ativa^ao do fator IX em pacientes 
com deficiencia de fator VII, e o contrario nao 
ocorre. Tais observa^oes corroborant o entendi- 
mento de que a cascata da coagula^ao inicia pela 
ativa^ao do fator VII pelo fator tissular . 2 

A ativa^ao do fator IX significa a clivagem em 
dois pontos da molecula: uma clivagem ocorre en- 
tre a arginina-145 e a alanina-146, 2 e a outra e entre 
a arginina-180 e a valina-181. 2 Apos as duas cliva- 
gens, o fragmento entre a alanina-146 e a vali- 
na-181 e retirado da molecula; os dois fragmentos 
restantes sao unidos por uma ponte de dissulfeto e 
representam o fator IX ativado com duas cadeias: 


a cadeia leve (com 17 kDa ) 2 e a cadeia pesada (com 
28 kDa ). 2 A Figura 13.7 esquematiza a ativa^ao do 
fator IX . 2 


145 


180 



Fonte: Adaptada de Silva e colaboradores . 1 


A ativa^ao do fator IX e dependente de calcio, 
que acelera a ativaqao do fator IX. A cadeia leve e 
responsavel pela atividade proteolitica do fator IX 
ativado, e a cadeia pesada e responsavel pela acele- 
ra^ao da ativa^ao do fator IX pelo calcio . 2 

A concentra^ao plasmatica do fator IX e de 
aproximadamente 5 pg/mL e com tempo de meia- 
-vida de cerca de 24 horas . 2 A Figura 13.8 mostra 
a sequencia de ativa^ao da cascata da coagula^ao a 
partir da ativa 9 ao do fator IX. 



FIGURA 13.8 Sequencia de ativado da cascata 
da coagula 9 ao a partir da ativado do fator )X. 


Fonte: Adaptada de Silva e colaboradores . 1 


Fator X 

O fator X e uma glicoproteina cujo gene esta loca¬ 
lizado no cromossomo 13 e possui 25 Kb com 8 
exons e 7 introns. 1 ^ A ativa 9 ao do fator X marca o 
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inicio da ativa^ao da protrombina: ele e ativado 
pelo fator VII ativado e pelo complexo do fator IX 
ativado com o VIII. 1 0 fator X ativado complexa-se 
ao fator V ativado sobre a superficie plaquetaria, 
na presen 9 a de ions calcio, e transforma a pro¬ 
trombina em trombina. Apresenta atividade 
anti-inflamatoria e e mitogenico para celulas 
musculares. 1 A deficiencia do fator X e rara. 1 A 
concentra^ao plasmatica do fator X e de aproxi- 
madamente 10 pg/mL, e o tempo de meia-vida e 
de cerca de 36 horas. 2 

:: FATORES MAO DEPENDENTES 
DE VITAMINA K 

Fator XI 

O fator XI e uma glicoproteina que se forma por 
duas cadeias polipeptidicas, com um total de 607 
aminoacidos, constituido de 4 subunidades cha- 
madas de dominio apple, que sao as liga^oes para 
HK (cininogenios de alto peso molecular), plaque- 
tas, fator IX, trombina e fator XII. 1 

O gene do fator XI esta localizado no cromos- 
somo 4, possui 23 Kb com 15 exons e 14 introns. 1 - 2 
Pertence a fase contato da cascata da coagula^ao, 
que se inicia pela ativa^ao do fator XII. A ativa^ao 
do fator XI pode-se dar via XII ativado e via trom¬ 
bina. O fator XI ativado ativa o fator IX. Sua defi¬ 
ciencia esta associada com processos hemorragi- 
cos em situates especificas, como em extra^oes 
dentarias. 1 A concentra^ao plasmatica do fator XI 
e de 5 pg/mL, e o tempo de meia-vida, em torno 
de tres dias. 2 

Fator XII 

O fator XII e sintetizado no cromossomo 5, pos¬ 
sui 14 exons e 13 introns 1 ’ 2 e e uma glicoproteina 
com 596 aminoacidos. 2 £ chamado de fator con¬ 
tato por ser ativado por substancias estranhas ao 
sangue circulante, por exemplo, o vidro, os rea- 
gentes utilizados no TTPa (cefalina + ativador 
dos fatores da coagula^ao) e o subendotelio ex- 
posto. 2 In vivo e ativado pela exposi^ao do suben¬ 
dotelio e nao desempenha um pap el primordial 
na ativa^ao da cascata da coagula^ao sanguinea, 
porque a deficiencia do fator XII nao esta associa¬ 
da a nenhuma doen^a hemorragica. 2 O fator XII 
nao e primordial na ativa^ao da cascata da coagu- 
la^ao, mas tern fun^oes biologicas importantes: 
inicia a ativa^ao do sistema fibrinolitico, ativa a 
cascata do complemento (a partir da ativa^ao de 
Cl) e e um mediador da resposta inflamatoria. 1 


Aumenta a produ^ao de interleucina-1 (IL-1) por 
celulas mononucleares e de interleucina-6 (IL-6) 
por neutrofilos. 1 O fator XII e ativado por endo- 
toxinas bacterianas, mas nao e responsavel pelo 
desenvolvimento da coagula^ao intravascular 
disseminada. 1 

A interleucina-1 tern sua produ^ao estimulada 
por produtos bacterianos (endotoxinas), celulas 
mortas, virus, interferon e imunocomplexos, alem 
do estimulo via fator XII. 1 Ela e produzida por 
macrofagos, celulas dendriticas e fibroblastos. 1 O 
receptor celular para a IL-1 e o CD121b, uma gli¬ 
coproteina com gene localizado no cromossomo 
2ql2. x A IL-1 foi inicialmente chamada de piro- 
genio endogeno, ate a descoberta da existencia de 
mais tres pirogenios endogenos: interleucina-6 
(IL-6), fator de necrose tumoral (TNF) e interfe¬ 
ron- a (IFN- a). Tern a propriedade de ele var a tem- 
peratura corporal e ativar celulas endoteliais, 
aumentando, nessas celulas, a expressao de 
proteinas adesivas e promovendo a adesao do 
neutrofilo a ela. 1 Alem de ativar as celulas endo¬ 
teliais, promove a sua contra^ao, para tornar 
possivel a diapedese leucocitaria; portanto, par- 
ticipa da reorganiza^ao do citoesqueleto. 1 A IL-1 
regula, tambem, o sistema imune, aumenta a 
concentra^ao de proteinas de fase aguda e esta 
envolvida com o reparo tecidual, pois e mitoge- 
nica e quimiotatica para fibroblastos e estimula a 
sintese de colageno e colagenases pelos fibroblas¬ 
tos. 1 Ativa o linfocito T promovendo sua prolife- 
ra^ao em resposta a um determinado antigeno e 
causa neutrofilia por fazer a desmargina^o dos 
neutrofilos. 1 Os monocitos e os macrofagos tern 
uma participa^ao fundamental na hemostasia, 
porque tambem secretam ativadores do plasmi- 
nogenio, inibidores da plasmina, fator de ativa- 
^ao de plaquetas e fosfolipideo tecidual. 1 Secre¬ 
tam ainda fatores estimulantes de colonias de 
granulocitos e monocitos, os quais promovem a 
prolifera^ao de neutrofilos e monocitos. 1 

A IL-6 e uma glicoproteina de 20 a 30 kDa 
com 212 aminoacidos produzida por macrofagos, 
fibroblastos, celulas endoteliais e linfocitos T e B, 
cujo gene esta localizado no cromossomo 7. 1 Tam¬ 
bem e considerada um pirogenio endogeno. 1 O 
receptor da IL-6 e o CD126, presente em celulas 
hematopoieticas, celulas do tecido coneetivo, hepa- 
tocitos e celulas neurais. 1 A IL-6 esta envolvida com 
a diferencia^ao final das celulas B (secre^o de 
imunoglobulinas), a prolifera^ao de linfocitos B, 
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plasmocitos e celulas do mieloma, estimula a pro- 
du^ao de plaquetas, aumenta a secre^ao das protei- 
nas de fase aguda pelo hepatocito (aumenta em mil 
vezes a concentra^ao da proteina C reativa e au¬ 
menta a concentra^ao do fibrinogenio e da ct-l-anti- 
tripsina) e participa da diferencia^ao de celulas T e 
macrofagos. 3 Niveis elevados de IL-6 estao associa- 
dos com processos infecciosos bacterianos, doen- 
9 as autoimunes, inflama^oes/infec^oes pos-cirur- 
gicas e neoplasias. 1 

A fase contato da coagula^ao sanguinea, alem 
do fator XII, tern a participa^ao da pre-calicreina 
(PK) e dos cininogenios de alto peso molecular 
(HK). Quando ocorre a exposi^ao do colageno 
(subendotelio), o fator XII liga-se ao cininogenio 
de alto peso molecular e, desse modo, torna-se ati¬ 
vado, transformando a pre- calicreina em calicreina 
e ativando o fator XI, que tambem e um ativador 
do fator IX. O TTPa tern sua atfvaqao a partir do 
fator XII e se altera na deficiencia de PK e HK, fa- 
tores muitas vezes esquecidos quando se tem alte- 
ra$ao do TTPa. 

A PK e sintetizada no cromossomo 4, tem 15 
exons, 4 dominios apple e apresenta grande ho- 
mologia com o fator XI. 1 Torna-se ativada pela 
a 9 ao do fator XII ativado, formando a calicreina, 
que tambem esta envolvida com a ativa^ao do sis- 
tema fibrinolitico. 1 Os HKs tem 11 exons, sao sin- 
tetizados no cromossomo 3 e sao considerados 
cofatores porque circulam complexados com o 
fator XII e a PK e liberam a bradicinina, que e um 
potente vasodilatador. 1 A fase contato e responsavel 
pela ativa^ao da coagula^ao in vitro. E necessaria 
para um TTPa normal, mas nao e necessaria para 
uma hemostasia normal; portanto, a deficiencia 
destes fatores (XII, XI, PK e HK) nao esta correla- 
cionada com hemorragia, mesmo apos cirurgia ou 
trauma intenso. A unica exce^o e para o fator XI; 
em determinadas situates, na sua deficiencia, 
ocorre hemorragia (ver deficiencia do fator XI). A 
concentra^ao plasmatica do fator XII e de aproxi- 
madamente 30 pg/mL, e o tempo de meia-vida e de 
cerca de dois dias. 2 A Figura 13.9 mostra a a^ao 
do fator XII. 

Fator XIII 

E uma glicoproteina constituida de duas subunida- 
des, chamadas de subunidade A e subunidade B. 2 O 
gene que sintetiza a subunidade A esta localizado 
no cromossomo 6 e possui 15 exons e 14 introns. 1 


Fator XI t 


Superficie estranha 


Fator XII ativado 


Si sterna fibrinolitico 
a*: Cascata do complementc 

- > Mediador da resposta inflamatoria (IM e !L-6) 

Pre-calicreina ativada a calicreina 
Cofator HK liberagao de bradicinina 


FIGURA 13.9 A$ao do fator XII. 


Fonte: Adaptada de Silva e colaboradores . 1 


Fator XII 
ativado 


O gene que sintetiza a subunidade B esta localiza¬ 
do no cromossomo 1 e possui 12 exons e 11 in¬ 
trons. 1 A subunidade B e um transportador de 
proteina, e a subunidade A apresenta atividade 
enzimatica. 1 Alem do plasma, o fator XIII e en- 
contrado em plaquetas, monocitos e macrofagos. 1 
O fator XIII plaquetario somente expressa a ca- 
deia A e representa 50% do fator XIII ativado, e 
expresso na superficie plaquetaria e une essa su¬ 
perficie a rede de fibrina. 1 Sua fun^o fisiologica e 
fazer liga^oes cruzadas entre as cadeias a (alfa) e y 
(gama) do fibrinogenio, com a finalidade de esta- 
bilizar o coagulo de fibrina. Ele faz a liga^ao cova- 
lente entre um residuo de glutamina, de uma mo- 
lecula de fibrina, com um residuo de lisina, de 
outra molecula de fibrina; tal liga^ao e dependente 
de calcio e libera amonia. 1 Sao liga^oes covalentes 
intermoleculares que conferem estabilidade e pre- 
vinem a proteolise da molecula de fibrina. O fator 
XIII circula em associa^ao com o fibrinogenio, 
sendo ativado pela presen^a da trombina. Na defi¬ 
ciencia do fator XIII, o coagulo formado e inade- 
quado para a coagula^ao sanguinea. Em um pri- 
meiro momento, ocorre a coagula^ao, mas, 
posteriormente, pela nao estabiliza^ao da rede de 
fibrina, o paciente volta a sangrar (ver deficiencia 
do fator XIII). A Figura 13.10 mostra a a^ao do 
fator XIII. 



Fonte: Adaptada de Silva e colaboradores . 1 
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COFATORES SOLGVEIS 


:: FATOR V 

O fator V e uma glicoprotelna cujo gene esta loca- 
lizado no cromossomo 1 e possui 25 exons e 24 
introns. 1 - 2 Cerea de 20% do fator V circulante e 
produzido pelos granulos alfa das plaquetas; 2 seu 
ativador primario e a trombina, mas tambem 
pode ser ativado pelo fator X ativado. 1 A ativa<~ao 
do fator V significa clivagens nos reslduos de ami- 
noacidos na posi^ao 709,1018 e 1545. 1 

E inativado pelo complexo proteina C-proteina 
S, que diva a molecula nos residuos de posi^ao 306 e 
506. Muta^oes na molecula do fator V, especifica- 
mente, no aminoacido arginina (posii^ao 506), con- 
ferem a resistencia ao complexo proteina C-protei- 
na S, muta^ao conhecida como fator V de Leiden, 
que afeta 5% da popula^ao branca e confere um es- 
tado de hipercoagulabilidade primario. 1 Em estado 
heterozigoto, aumenta em oito vezes a probabilidade 
de trombose; como homozigoto, o risco de trombose 
fica em torno de cem vezes o da popula^ao em geral. 1 

:: FATOR VEIi 

O fator VIII e uma glicoprotelna com 2.332 ami- 
noacidos, 2 seu gene esta localizado no cromosso¬ 
mo X (Xq28), possui 26 exons e 25 introns; por- 
tanto, e uma heran^a ligada ao sexo. 1 E sintetizado 
no figado, no ba^o e nos linfonodos. 1 O fator VIII 
e secretado como uma molecula que contem seis 
dominios: Al, A2, B, A3, Cl e C2. No complexo de 
Golgi, ele e clivado em duas partes: no aminoaci¬ 
do 1313 e no aminoacido 1648. 2 A primeira parte 
da molecula e chamada de cadeia pesada e tern 
200 kDa, a segunda e chamada de cadeia leve e 
tern 80 kDa. As duas cadeias estao associadas, e 
essa associa^ao e dependente de ion cobre. 4 A Fi- 
gura 13.11 esquematiza a molecula do fator VIII e 
a associa^ao das duas cadeias. 



Fonte: Adaptada de Silva e colaboradores . 1 


O fator VIII circula complexado, de forma 
nao covalente, ao fator de von Willebrand, o qual 
prolonga sua meia-vida, estabiliza sua atividade, 
torna-o mais suscetivel a a£ao da trombina e inibe 
a a^ao proteolitica do complexo proteina C-S. 1 ’ 2 O 
fator VIII circula como um complexo composto 
por VIII-C (propriedade coagulante do fator VIII, 
proteina que esta reduzida no plasma de pacientes 
com hemofilia A e doen^a de von Willebrand), 
VIII-Ag (propriedade imunogenica do fator VIII, 
que pode ser medida por imunoensaios e que sus- 
cita a forma<;ao de anticorpos contra o fator VIII) 
e vWF-Ag (glicoproteina multimerica necessaria 
para a adesao plaquetaria e estabiliza^ao do fator 
VIII) e pela atividade de cofator da ristocetina 
(agrega^ao plaquetaria induzida pela ristocetina 
em plaquetas nor mais). 1 A Figura 13.12 esquema¬ 
tiza a associa^ao do fator VIII com o fvW. 



Fonte: Adaptada de Silva e colaboradores . 1 


A concentra^ao de fator VIII circulante e mui- 
to baixa: cerca de 100 ng/mL, 2 e a meia-vida e de 
aproximadamente 8 a 12 boras. 2 Os niveis plasma- 
ticos de fator VIII e fvW sao constantes e na pro- 
por^ao de 1:50. 2 Existe uma classe de proteinas 
que esta envolvida com a secre^ao e degradat^ao 
do fator VIII. Essas proteinas sao chamadas de 
chaperonas e muta^oes nessas proteinas levam a 
deficiencia do fator VIII. 1 A intera^ao do fator 
VIII com as chaperonas ocorre quando esse fator 
esta no lumen do reticulo endoplasmatico. 2 

O fator VIII e ativado pela trombina ou pelo 
fator X ativado. Ativa^ao do fator VIII significa 
desassocia^ao do fator de von Willebrand e cliva- 
gem nos residuos de aminoacidos 740 e 1689. 1 A 
trombina cliva a cadeia pesada (200 kDa) na posi- 
9 ao 740 e gera uma cadeia polipeptidica de 90 kDa 
que, posteriormente, e clivada pela propria trom¬ 
bina na posi^ao 372 e gera duas cadeias polipepti- 
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dicas: uma de 50 kDa e outra de 43 kDa. 2 A cadeia 
leve e clivada na posi^ao 1689 e gera uma cadeia 
polipeptidica de 73 kDa. 2 As cadeias polipeptidi- 
cas de 90, 50, 43 e 73 kDa estao associadas ao pico 
de atividade do fator VIII. 5 Muta$6es nos residuos 
372 (arginina) e 1689 (arginina) nao permitem a 
clivagem pela trombina e estao descritas em pa- 
cientes com hemofilia A. 2 A clivagem na posiifao 
1689 dissocia o fvW da molecula do fator VIII. 6 O 
fvW tern um papel fundamental na regula^ao da 
ativa^ao do fator VIII: previne a liga^ao do VIII a 
fosfolipideos e plaquetas ativadas e inibe a ativa- 
^ao do VIII pelo X ativado e a inativa^ao do VIII 
pelo complexo proteina C-S, mas nao interfere na 
ativa<~ao pela trombina. 2 

A ativado do fator VIII ainda e dependente 
da exposi^ao de fosfolipideos carregados negati- 
vamente, que sao encontrados em plaquetas ativa¬ 
das e em celulas endoteliais lesadas. O fator VIII e 
o V ligam-se a fosfatidilserina (plaqueta ativada) 
por intera^oes hidrofobicas e eletrostaticas. 2 A ex- 
posi^ao da fosfatidilserina na membrana plaque¬ 
taria pode aumentar entre 2 a 13% apos a ativa^ao 
plaquetaria, e o fator VIII se liga a fosfatidilserina 
exposta na superficie das plaquetas ativadas pela 
trombina. 2 O complexo que ativa o fator X e com- 
posto pelo IX ativado e VIII ativado, que estao 
unidos a superficie da plaqueta ativada (que repre- 
senta uma atividade pro-coagulante). 2 A ?igura 
13.13 mostra a cascata da coaguhqao sanguinea a 
partir da ativa^ao do fator VIII. 
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FIGURA 13.13 Cascata da coagulagao sanguinea 
a partir da ativa^ao do fator VIII. 


Fonte: Adaptada de Silva e colaboradores. 


A inativa^ao da molecula da-se por clivagem, da 
cadeia pesada, no residuo 336 da cadeia de 50 kDa, e 
ess a clivagem e feita pelo fator X ativado, pelo fa¬ 
tor IX ativado, pela trombina e pelo complexo 
proteina S-proteina C. 2 - 5 A clivagem da cadeia pe¬ 
sada, no residuo 562 da cadeia de 43 kDa, e feita 
pelo complexo proteina S-proteina C e inativa 
parcialmente o fator VIII ativado. 2 - 7 Os fatores IX 
e X ativados clivam a cadeia leve nos residuos 1719 
e 1721, respectivamente. 5 

:: FATOR DE VON WILLEBRAND 

O fator de von Willebrand (fvW) e uma glicoprote- 
ina multimerica sintetizada nos corpos de Weibel- 
-Palade, localizado nas celulas endoteliais e nos 
megacariocitos (granulos alfa das plaquetas). 1 O 
fvW e codificado por um gene de 178 kb, localizado 
no brai^to curto do cromossomo 12, 1 que sintetiza 
uma proteina de 309 kDa com 2813 aminoacidos 
(pre-pro-fvW). Essa proteina contem um peptideo 
sinal com 22 aa, um pro-peptideo de 741 aa e uma 
subunidade madura de 2050 aa. A express ao do 
gene e regulada exclusivamente pelas celulas endo¬ 
teliais e pelo megacariocito. 2 Apos a remoi^ao do 
peptideo sinal, o fvW e formado como um mono- 
mero (pro-fvW) no reticulo endoplasmatico. Esses 
monomer os sao unidos por pontes de dissulfeto 
gerando dimeros, os quais sao transportados ao 
complexo de Golgi. O fvW e encontrado desde a 
forma de dimero ate multimero, com um peso mo¬ 
lecular variando entre 0,5 a 20 milhoes. 2 

No complexo de Golgi, ocorre a multimeriza- 
^ao dos dimeros devido a forma^ao de pontes de 
dissulfeto, catalisada pela enzima dissulfeto iso- 
merase. 2 Alem da multimeriza^ao, ocorre a cliva¬ 
gem dos pro-peptideos formado s. 2 O maior multi¬ 
mero encontrado no plasma e me nor que aqueles 
encontrados nas celulas endoteliais; 2 uma protea¬ 
se plasmatica, a ADAMTS13, 8 - 9 cliva os multime- 
ros porque os multimeros de tamanho grande in- 
duzem a agrega^ao plaquetaria, tanto que a 
deficiencia genetica ou adquirida da ADAMTS13 
e responsavel pela maioria dos casos de purpura 
trombocitopenica trombotica. 2 Os multimeros de 
grande tamanho, estocados nos corpos de Weibel- 
-Palade, tern como fun$ao aderir as plaquetas ao 
endotelio lesado e, caso eles ganhem a corrente 
circulatoria, sao clivados pela ADAMTS13. 10 O 
fvW circulante tambem pode ligar-se ao endotelio 
lesado e fazer a adesao plaquetaria porque tern re¬ 
ceptor es para ele tanto no subendotelio como nas 
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plaquetas. 1 No subendotelio, a liga^ao e feita com o 
colageno do tipo I (podendo, tambem, associar-se 
ao colageno do tipo IV e a fibronectina). 1 Os re- 
ceptores plaquetarios para o fvW sao as glicopro- 
teinas plaquetarias lb e Ilb/IIIa. 1 0 fvW tem fun$ao 
tanto na hemostasia primaria como na secundaria; 
na primaria, por fazer a adesao plaquetaria ao en- 
dotelio lesado e, na secundaria, porque estabiliza 
e protege o fator VIII da inativa^ao. 


COFATORES CELULARES 


:: FATOR Hi 

O fator tissular, tambem chamado de tromboplasti- 
na tecidual, e uma proteina de membrana integral 2 
sintetizada no cromossomo 1, cujo peso molecular e 
de 43.000, 2 localizada na membrana citoplasmatica 
da maioria das celulas endoteliais que revestem a 
luz dos vasos sanguineos. Nas celulas em contato 
com o fluxo sangulneo, o fator tissular so se ex- 
pressa quando essas celulas estao ativadas ou por 
produtos bacterianos ou por citocinas inflamato- 
rias. A expressao intravascular contribui para o 
estado pro-coagulante associado a inflama^oes ou 
infec^oes. 1 O fator tissular (FT) ativa e specifica- 
mente o fator VII, e o complexo VII-TF e o princi¬ 
pal iniciador flsiologico da coagulai^ao sanguinea. 
Macrofagos, celulas endoteliais e neutrofilos so- 
mente expressam FT quando estao ativados. 2 - 11 O 
FT nao requer ativa^ao proteolitica para expressar 
sua atividade. 


PROTElNA ESTRUTURAL - FIBRINOGENIO 


O fibrinogenio e chamado de proteina estrutural 
porque forma o coagulo sanguineo solido ao ser 
transformado em fibrina. O gene que codifica a 
molecula do fibrinogenio esta localizado no cro¬ 
mossomo 4q23-q32, sua sintese e hepatica e, alem 
de ser encontrado no plasma, tambem esta presen¬ 
te nos granulos alfa das plaquetas. 1 - 2 As plaquetas 
nao sintetizam o fibrinogenio, elas o endocitam. 1 

A molecula do fibrinogenio e uma glicoprote- 
ina dimerica com duas moleculas simetricas cons- 
tituidas de tres cadeias polipeptidicas: a (alfa), (3 
(beta) e y (gama). Cada cadeia polipeptidica e co- 
dificada por um gene: os tres genes estao localiza- 
dos no cromossomo 4. 2 A cadeia a possui 610 
aminoacidos, a cadeia (3, 461 aminoacidos e a ca¬ 
deia y, 411 aminoacidos. 3 A Figura 13.14 mostra a 
representa^ao da molecula do fibrinogenio. 

Para que o fibrinogenio possa transformar-se 
em fibrina, a trombina cliva a cadeia a entre a argini- 
na 16 e a glicina 17, retirando um fibrinopeptideo 
chamado de fibrinopeptideo A. 1 A trombina tam¬ 
bem cliva a cadeia (3 entre a arginina e a glicina 15, 
formando o fibrinopeptideo B; 1 a cadeia y nao e cliva- 
da. 1 Sem os fibrinopeptideos A e B, o fibrinogenio 
pode formar o monomero de fibrina, o qual, uma vez 
formado, pode se polimerizar. Durante a polimeri- 
za^ao, outras proteinas podem se aderir a rede de fi¬ 
brina que esta sendo formada, entre elas a fibronecti¬ 
na, a trombospondina e o fator de von Willebrand. 1 


Cadeia B Cadeia a 



Cadeia a Cadeia p 


FIGURA 13.14 Representagao da molecula do fibrinogenio. 


Fonte: Adaptada de Silva e colaboradores . 1 
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O processo de polimeriza^ao requer a exposi$ao do 
fragmento E, que esta exposto somente apos a remo- 
£ao do fibrinopeptideo A. 2 O fragmento E faz uma 
liga^ao nao covalente com a regiao D da molecula de 
outro monomero de fibrina. 2 O polimero de fibrina 
e estabilizado pelo fator XIII ativado. Tanto o fibri¬ 
nogenio quanto a fibrina tern receptores especificos 
para as integrinas plaquetarias, o que permite a asso- 
cia^ao das plaquetas a rede de fibrina formada. 

A concentra^ao plasmatica do fibrinogenio 
esta entre 200 e 300 mg/dL, e ele representa apro- 
ximadamente 2% das proteinas plasmaticas. 2 

O fibrinogenio e uma proteina de fase aguda 
porque sua concentra^ao pode aumentar em ate 
20 vezes nos processos inflamatorios agudos. 1 Ha 
uma correla^ao entre o aumento da concentra^ao 
do fibrinogenio com a aterosclerose e eventos vas- 
culares isquemicos; o aumento do fibrinogenio e 
um fator de risco para a doen^a coronariana arte¬ 
rial; durante a gesta^ao, sua concentra^ao pode 
aumentar acima de cem vezes. 1 O aumento do fi¬ 
brinogenio pode levar a forma^ao de roleaux eri- 
trocitario com consequente aumento da VHS. 1 A 
interleucina-6 e um mediador da resposta infla- 
matoria que aumenta a concentra^ao do fibrino¬ 
genio durante a resposta de fase aguda. 1 


CASCATA DA COAGULA^AO 
SANGUfNEA IN VIVO 


A finalidade da coagula^ao sanguinea e formar 
um coagulo no local em que o vaso sanguineo foi 
lesado; esse coagulo funciona como um tampao 
para evitar a hemorragia. Essa a<jao pro-coagu- 
lante deve ficar restrita ao local da lesao; ela nao 
pode disseminar-se pelo sistema circulatorio. 
A$oes anticoagulantes devem ser desencadeadas 
no local com a finalidade de restringir a a$ao pro- 
-coagulante. No momento em que ocorre a lesao 
vascular, tambem se desencadeia a a^ao do siste¬ 
ma fibrinolitico e dos inibidores fisiologicos da 
coagula^ao. A celula endotelial tern um pap el fun¬ 
damental no controle das a^oes anticoagulante e 
pro-coagulante. A cascata da coagulaifao sangui¬ 
nea refere-se apenas aos fatores plasmaticos da 
coagula^ao, mas esta associada a um conjunto de 
a^oes que envolve plaquetas, celulas endoteliais, 
sistema fibrinolitico, inibidores fisiologicos da co¬ 
agulate e mecanismos antifibrinoliticos. 

A cascata da coagula^ao sanguinea inicia 
quando a celula endotelial, no sitio lesado, expoe o 
fator tissular (FT) e este fica unido a ela. O fator 


tissular fica ancorado a celula endotelial, via um 
dominio transmembrana, e age como um receptor 
para o fator VII. 12 Uma vez ligado ao FT, o fator 
VII torna-se ativado. O complexo Vila/FT catali- 
sa duas importantes rea^oes: ativa^ao do fator X 
(representa o inicio da ativa^ao da cascata da coa- 
gula$ao, mas e incapaz de sustentar a forma^ao de 
um coagulo de fibrina) e ativa^ao do fator IX (sus- 
tenta a forma<;ao do coagulo de fibrina e torna a 
cascata da coagula^ao autocatalitica). A Figura 
13.15 mostra as a^oes do complexo VIIa/FT. 



O fator Xa e o fator IXa tern frn^oes distintas 
e separadas na inicia^ao do processo da coagula- 
^ao. 13 Quando o vaso sanguineo e lesado, as pla¬ 
quetas migram ao sitio da lesao. Elas ligam-se a 
matriz extravascular e produzem um tampao he- 
mostatico primario, tornando-se parcialmente ati- 
vadas nesse processo. 12 As plaquetas localizam-se 
muito proximas do complexo fator VIIa/FT. 12 

O fator Xa inter age com o fator Va que foi libe- 
rado a partir das plaquetas ativadas e forma um 
complexo pro-trombinase, que gera uma pequena 
quantidade de trombina. Essa quantidade de 
trombina gerada nao e suficiente para formar um 
coagulo de fibrina, mas e capaz de ativar as pla¬ 
quetas, ativar o fator V, ativar o fator VIII e ativar 
o fator XI. 14 ’ 15 A Figura 13.16 mostra a ativado da 
cascata da coagulai^ao, via fator Xa. 



FIGURA 13.16 Ativagao da cascata da 
coagula^ao, via fator Xa. 
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A atividade do fator Xa, ativado a partir do 
complexo VIIa/TF, e restrita a celula endotelial 
que expressa o fator tissular. Se o fator Xa difun- 
de-se alem da superficie da celula endotelial, ele e 
rapidamente inibido pela via do inibidor do fator 
tissular (TFPI, do ingles tissue factor pathway 
inhibitor ) ou da antitrombina (AT). 12 

O fator IXa, ativado pelo complexo VII/FT, 
migra para a superficie plaquetaria; ele pode se di- 
fundir porque nao e inibido pelo TFPI. O fator IX 
tambem passa a ser ativado pelo fator XI, que foi 
ativado pela trombina. As plaquetas aderem-se e 
agregam-se no mesmo sitio onde houve a expres- 
sao do FT. As plaquetas ativadas sao a base fisica 
de ligagao dos fatores Va e Villa (ativados pela 
trombina). O fator IXaliga-se ao fator Villa, sobre 
a superficie plaquetaria, e ativa o fator X de modo 
definitivo. O fator Xa une-se ao fator Va, sobre a 
superficie plaquetaria, e gera uma quantidade de 
trombina responsavel pela quebra da molecula do 
fibrinogenio e formagao da rede de fibrina. A par¬ 
tir desse ponto, a cascata da coagulagao torna-se 
autocatalitica, ou seja, e necessario um mecanis- 
mo de inibigao da cascata da coagulagao. A Figu- 
ra 13.17 esquematiza a cascata da coagulagao via 
fator IXa. 



FIGURA 13.17 Ativagao da cascata da 
coagulagao via fator IXa. 


Os mecanismos de inibigao da cascata da coa¬ 
gulagao sao os inibidores fisiologicos da coagula¬ 
gao (proteina S, proteina C, trombomodulina e 
antitrombina, entre outros). Uma vez que o coa- 
gulo e formado, ele deve ser retirado da circula- 
gao, e essa e a fungao do sistema fibrinolitico. 

Nessa visao da cascata da coagulagao, 12 nao 
foram relacionados os fatores XII, cininogenio de 
alto peso molecular (HK) e pre-calicreina (PK). 
Pessoas que tern deficiencia desses fatores nao 
apresentam doenga hemorragica, e deficientes de 
XI cursam com episodios hemorragicos em deter- 


minadas situagoes (ver Zimogenios - fatores nao 
dependentes de vitamina K - fator XI). 



Coagulopatia e o termo us ado para se refer ir as 
doengas causadas por deficiencia dos fatores plas- 
maticos da coagulagao sanguinea, que pode ser he¬ 
reditaria ou adquirida. As coagulopatias heredita- 
rias podem ser ligadas ao sexo (cromossomo X), 
heranga autossomica dominante e heranga autos- 
somica recessiva. 1 As adquiridas podem resultar 
de deficiencia da vitamina K, doenga hepatica, 
coagulagao intravascular disseminada, fibrinoge- 
nolise e inibidores patologicos da coagulagao. 1 

:: COAGULOPATIAS HEREDITARIAS 

As doengas hemorragicas relacionadas com os fato¬ 
res da coagulagao sao chamadas de coagulopatias 
hereditarias e caracterizam-se por historia familiar 
positiva, sangramentos do tipo hematoma e hemar- 
troses (extravasamento sanguineo nas articulagoes) 
e tambem podem estar relacionadas ao sexo. 

Deficiencia do fator VIII (hemofilia A) 
e fator IX (hemofilia B) 

A hemofilia A e a hemofilia B caracterizam-se por 
serem uma heranga ligada ao sexo, pelo fato de o 
gene estar localizado no cromossomo X. A dife- 
renga entre as duas esta no fator deficiente: o 
modo de se fazer o diagnostico e o quadro clinico 
apresentado pelos pacientes sao identicos, mas o 
tratamento e diferente. 1 

O homem hemofilico nao transmite a hemofi¬ 
lia aos seus filhos: a transmissao da-se aos seus 
netos por meio de suas filhas. Diversos cruzamen- 
tos podem ser feitos para exemplificar a transmis¬ 
sao da hemofilia. A Figura 13.18 exemplifica o 
cruzamento de urn homem hemofilico com uma 
mulher normal. 


Homem hemofilico - X H Y 


Mulher norma =XX 

Cruzamento 

X M Y 

x XX 

Descend entes X^X 

e 

X H X 50% mulher portadora 

XY 

e 

XY 50% homem norma! 

FIGURA 13.18 Cruzamento de um homem 
hemofilico com uma mulher normal. 


Fonte: Adaptada de Silva e colaboradoresJ 


De acordo com a Figura 13.18 , pode-se afirmar 
que a probabilidade da descendencia sera de 50% 
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de mulheres portadoras de hemofilia e de 50% de 
homens normals. A Figura 13.19 exemplifica o 
cruzamento de uma mulher portadora com um 
homem normal. 


Mulher portadora = X l| X 

Homem normal = XY 

Cruzamento X H X 

x XY 

Descendentes X H X 

25% mulher portadora 

XX 

25% mulher normal 

X H Y 

25% homem hemofilico 

XY 

25% homem normal 


FIGURA 13.19 Cruzamento de uma mulher 
portadora com um homem normal. 


Fonte: Adaptada de Silva e colabor a do res . 1 


Outra possibilidade e o cruzamento de um 
homem hemofilico com uma mulher portadora, 
situa^ao rara de acontecer devido a sele^ao natural. 
A Figura 13.20 exemplifica o cruzamento de um 
homem hemofilico com uma mulher portadora. 


Homem hemofilico - X !I Y Mulher portadora - X ! X 

Cruzamento X M Y x X H X 


Descendentes 

X H X 

25% mulher portadora 


X H X r| 

25% mulher hemofilica 


X H Y 

25% homem hemofilico 


XY 

25% homem normal 


FIGURA 13.20 Cruzamento cle um homem 
hemofilico com uma mulher portadora. 


Fonte: Adaptada de Silva e colaboradores . 1 

Uma mulher hemofilica pode ser gerada a 
partir do cruzamento de uma mulher portadora 
com um homem hemofilico. 

A hemofilia A pode ser classificada em grave, 
moderada e leve conforme a concent ra^ao de fator 
VIII que o paciente apresenta. Na hemofilia grave, 
que ocorre em 50 a 60% dos pacientes, 2 o paciente 
apresenta uma concentra^ao de fator VIII abaixo 
de 2% 2 e hemorragias espontaneas 1 nas articula- 
9 oes (hemartroses), no tecido muscular e nos or¬ 
gans internos. 2 Na hemofilia moderada, que ocor¬ 
re em 25 a 30% dos pacientes, 2 a concentrat^ao de 
fator VIII esta entre 2 a 5%, e ocorrem hemorra¬ 
gias frente a pequenos traumas. 2 Na hemofilia 
leve, que ocorre em 15 a 20% dos pacientes, 2 o ni- 
vel de fator VIII esta entre 5 a 30%, e hemorragias 
so sao observadas frente a traumas significativos 
ou cirurgias. 2 Pessoas com atividade de fator VIII 


acima de 30% nao apresentam sinais clinicos de 
hemofilia A. 2 A maioria dos pacientes com hemo¬ 
filia A tern niveis de fator VIII abaixo de 5%. ] Uma 
caracteristica das coagulopatias e o tipo de hemor- 
ragia (hematomas e hemartroses) que o paciente 
apresenta, que permite a diferencia^ao clinica entre 
a purpura e a coagulopatia. Um entre 5 mil a 10 mil 
homens nascidos apresenta deficiencia para o fa¬ 
tor VIII. 12 

Um hemofilico pode apresentar sangramento 
em qualquer orgao apos uma lesao vascular. A 
principal complica^ao sao as hemartroses, que 
podem levar a um quadro inflamatorio e de atro- 
fia. 1 Hematuria sem doen^a geniturinaria e um 
achado comum. 1 

A deficiencia do fator IX causa a hemofilia B, 
sendo que 1 a cada 25.000 a 30.000 homens sao 
afetados. 12 Conforme o tipo de muta^o que ocorre 
no fator IX, pode-se manifestar na forma da hemo¬ 
filia B de Leyden e hemofilia B m . 12 

A muta 9 ao na hemofilia B de Leyden 16 ocorre 
na regiao promotora do gene, na qual tambem ha 
uma regiao responsiva a androgenos; isso, na me- 
dida em que a idade aumenta, leva a um estimulo 
para produ 9 ao do fator IX. 1 Com o avan 90 da ida¬ 
de, as manifesta 9 oes clinicas tendem a diminuir. 1 
O fator IX de Leyden e uma forma de hemofilia B 
caracterizada por um sangramento grave na infan- 
cia. A atividade e o nlvel antigenico do fator IX 
estao abaixo de 1% 2 e, no inicio da puberdade ou 
com a administra 9 ao de terapia com androgenos, 
os niveis de fator IX elevam-se para 30 a 60% do 
normal, e os sinais clinicos da hemofilia B desa- 
parecem. 2 

Na hemofilia B, estao descritas mut^oes 
como dele 9 oes, inser 9 oes e muta 9 oes de ponto 
(triplas, duplas e unicas), 2 que levam a diminu^ao 
da atividade coagulante por alterarem o reconhe- 
cimento dos pontos de clivagem. A hemofilia B e 
semelhante a hemofilia A. 12 Todas as filhas de um 
homem hemofilico B sao afetadas, enquanto seus 
filhos sao normais. 12 Quando o nivel de atividade 
coagulante do fator IX esta abaixo de 25% do nor¬ 
mal, podem ocorrer sangramentos, especialmente 
apos traumatismos. 12 

Na hemofilia B m , ocorre um aumento do tem¬ 
po de protrombina quando a tromboplastina utili- 
zada e de cerebro bovino, 1 ’ 2 devido a presen 9 a de 
inibidores do complexo fator tissular-fator VII ati- 
vado. 2 Se a tromboplastina utilizada for extraida 
de cerebro de coelho, o TP vai se mostrar normal. 1 
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A letra “m” apos o termo hemofilia B e a designa- 
<;ao do nome Martin. 17 A hemofilia B m , alem do 
aumento do TP frente a cerebro bovino, caracteri- 
za-se pela deficiencia da atividade coagulante do 
fator IX. 

O diagnostico laboratorial do paciente hemo- 
filico deve incluir o TP, TTPa, tempo de sangramen- 
to e a contagem de plaquetas. 1 O esperado e que te- 
nha TP normal (p or que ele nao mede fator IX), 
TTPa alterado (um dos fatores medidos e o fator IX) 
e tempo de sangramento e contagem de plaquetas 
normals. O tempo de sangramento e a contagem 
de plaquetas devem ser realizados para afastar a 
possibilidade de doen^a de von Willebrand, que 
esta associada a deficiencia do fator VIII. Frente a 
esse quadro laboratorial, deve ser feita a dosagem 
especifica do fator VIII e do IX (o TTPa tambem 
mede o fator VIII). O diagnostico laboratorial de 
qual fator esta deficiente deve ser feito porque, 
como ja citado, o tratamento da hemofilia A e da B 
sao distintos. 

Uma complica^ao no tratamento de pacientes 
com hemofilia A e a presence de inibidores do fa¬ 
tor VIII, que sao, na sua maioria, anticorpos do 
tipo IgG (com um predominio significativo do 
subtipo IgG4). 2 Cerca de 80% dos pacientes com 
hemofilia A que apresentam niveis de fator VIII 
abaixo de 1% tern anticorpos antifator VIII. 1 Cer¬ 
ca de 2% dos pacientes com hemofilia B desenvol- 
vem anticorpos contra o fator IX. 2 A presen^a de 
inibidores do fator VIII e do fator IX pode ser ve- 
rificada ao se incubar (por 1-2 horas a 37 °C) o 
plasma do paciente com um plasma normal na 
propori^ao de 1:1. Na presen^a do anticorpo, o 
TTPa continuara prolongado; caso nao haja anti¬ 
corpos, o TTPa sera corrigido. 1 * 2 

Deficiencia do fator II 

A deficiencia de protrombina pode ser por hipo- 
protrombinemia ou por disprotrombinemia 1 , 
que sao coagulopatias muito raras. 2 A primeira 
refere-se a uma diminui^ao na concentra^ao da 
protrombina. Para uma hemostasia normal, o ni- 
vel de protrombina deve ser de 25% (com rela^ao 
ao nfvel normal); para que se tenha doen^a he- 
morragica, os niveis de protrombina devem estar 
entre 1 a 2% do normal. 1 A segunda refere-se a 
uma altera^ao na molecula da protrombina, que 
nao perde a capacidade antigenica, mas a ativida¬ 
de esta diminuida. As duas situates sao herda- 
das de modo autossomico recessivo. 1 A ausencia 


total de atividade da protrombina e incomp ativel 
com a vida. 2 

Os heterozigotos para hipoprotrombinemia 
tern cerca de 50% de concentra^ao de protrombi¬ 
na; nos homozigotos, a concentra^ao esta abaixo 
de 10%. 1 Nesses pacientes, tanto a atividade como 
a antigenicidade da protrombina estao diminui- 
das. Na disprotrombinemia, os heterozigotos tern 
uma atividade em torno de 50% do normal com 
niveis antigenicos normais e, nos homozigotos, a 
atividade esta entre 1 a 20% do normal, enquanto 
o nivel antigenico esta normal ou discretamente 
diminuido. 1 

De modo geral, pode-se dizer que pacientes 
com concentra^ao de protrombina de 1% de ativi¬ 
dade podem sangrar espontaneamente ou apos 
trauma. Sangramento cirurgico pode ser signifi¬ 
cativo. Podem ocorrer menorragia, epistaxe, san¬ 
gramento gengival e hematomas. Hemartroses 
podem ocorrer, mas sao menos frequentes que na 
hemofilia. 12 Em pacientes cuja concentra^ao de 
protrombina esta entre 2 a 5% de atividade, o san¬ 
gramento e variavel. Alguns pacientes sangram 
apos pequenos traumatismos, e outros sao assin- 
tomaticos. 12 Pacientes com atividade de protrom¬ 
bina entre 5 a 50% do normal geralmente sangram 
frente a traumatismo intenso ou cirurgias, outros 
nao apresentam sangramento. 12 

Tanto na hipo como na disprotrombinemia, o 
TP e o TTPa estao alterados (aumentados de 
modo variavel, dependendo da concentra^ao da 
protrombina). Nessa situa^ao, e importante fazer-se 
o tempo de trombina (TT). A tecnica para a reali- 
za^ao do TT baseia-se em adicionar, ao plasma, a 
trombina, que ira agir sobre o fibrinogenio; por- 
tanto, na deficiencia da protrombina, o TT esta 
normal. 1 ’ 2 Os mesmos resultados descritos para a 
hipo e disprotrombinemia ocorrem nas deficien- 
cias dos fatores que sao medidos pelo TP e TTPa, 
como o fator V e o fator X. O diagnostico definiti¬ 
ve da disprotrombinemia ou hiprotrombinemia 
requer que a dosagem dos outros fatores, que sao 
medidos pelo TP e TTPa, estejam normais. 2 O 
tempo de sangramento esta normal. 2 

Deficiencia do fator VII 

A deficiencia do fator VII e rara 1 (a incidencia e de 
1 a cada 500.000 pessoas), 2 herdada de modo au¬ 
tossomico recessivo, 1 ’ 2 e o quadro hemorragico so- 
mente se manifesta em homozigotos. 1 - 2 Pacientes 
com niveis abaixo de 1% de fator VII apresentam 
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um quadro clinico indistinto da hemofilia grave, 
A ou BA 2 ’ 12 Niveis acima de 5% cursam com uma 
doen 9 a hemorragica moderada. 1 * 12 O diagnostico 
laboratorial e feito a partir de um TP alterado e 
um TTPa normal. Nessa situa^ao, deve ser feita a 
dosagem espedfica do fator VII. O tempo de san¬ 
gramento esta normal 2 

Deficiencia do fator X 

A deficiencia do fator X e herdada de modo autos¬ 
somico recessivo, 1 e a incidencia e de 1 a cada 
500.000 pessoas. 2 Pacientes com concentra^oes de 
fator X abaixo de 1% apresentam sangramentos 
espontaneos e apos traumas 1 e um quadro clinico 
semelhante ao da hemofilia. 2 Pacientes com nivel 
de atividade do fator X acima de 15% tern poucos 
episodios hemorragicos; as hemorragias podem 
ocorrer em cirurgias de grande porte e em traumas 
intensos. 2 O diagnostico laboratorial apresenta o 
TP e o TTPa alterados com TT normal. Nessa si- 
tua^ao, deve ser feita a dosagem espedfica do fator 
X. 12 O tempo de sangramento esta normal. 2 

Deficiencia do fator V 

E herdada de modo autossomico recessivo. 1 A do- 
en$a hemorragica manifesta-se em homozigotos 
com niveis de fator V que variam entre 1 a 10%- 1 
Laboratorialmente, a deficiencia do fator V apre¬ 
senta TP e TTPa alterados e TT normal. O diag¬ 
nostico definitivo e feito pela dosagem do fator V. 2 
O tempo de sangramento pode estar aumentado 
na deficiencia grave de fator V pelo fato de a con- 
centra 9 ao do fator V plaquetario estar muito 
diminuida. 2 

Deficiencia do fator XI 

Herdada de modo autossomico recessivo. 1 Os pa¬ 
cientes podem ser divididos em duas categorias: 18 
pacientes com uma coagulopatia mais grave (ge- 
ralmente, sao homozigotos) e pacientes com uma 
coagulopatia leve (episodios hemorragicos leves 
ou assintomaticos; geralmente, sao heterozigotos). 
Os pacientes que apresentam episodios hemor¬ 
ragicos em geral o fazem frente a traumas ou 
procedimentos cirurgicos. 2 Sangramentos apos 
extra 9 oes dentarias podem ocorrer. 2 Laborato¬ 
rialmente, esses pacientes apresentam TP e TT 
normais com TTPa prolongado. O diagnostico 
definitivo se faz pela dosagem do fator XL 

A deficiencia do fator XI causa sangramentos 
excessivos em tecidos com alta atividade fibrinoli- 
tica, como trato urinario, amigdalas, mucosa 


nasal e dentes. Apresenta um baixo risco de san¬ 
gramento em tecidos com pouca atividade fibri- 
nolitica, como na apendicectomia, colecistecto- 
mia, circuncisao, e em cirurgias ortopedicas. 

Existe uma enzima chamada de procarboxi- 
peptidase B (TAFI), que e uma potente inibidora 
da fibrinolise. Quando a trombina e formada e se 
liga a trombomodulina, ocorre a ativa 9 ao da TAFI, 
que se torna mais ativada na presen 9 a do fator XI. 
Na deficiencia dos fatores VIII, IX e XI, nao ocorre 
a gera 9 ao de trombina, ou ela e gerada em menor 
escala. Isso retar da a forma 9 ao do coagulo e, como 
nao ha uma quant idade suficiente de trombina, a 
TAFI nao esta ativada, ou esta ativada em menor 
escala; com isso, nao ha inib^ao da fibrinolise, e o 
coagulo formado e destruido precocemente. 

Deficiencia do fator XIII 

A heran 9 a e autossomica recessiva, com uma inci¬ 
dencia de aproximadamente 1 em cada 2 milhoes 
de pessoas. 1 Tres formas de deficiencia de fator XIII 
podem ocorrer: 19 na deficiencia do tipo I, tanto a 
subunidade A como a B do fator XIII estao ausen- 
tes; na deficiencia do tipo II, a subunidade A esta 
ausente e a B presente; e, na deficiencia do tipo III, a 
subunidade B esta ausente. O sangramento, nesses 
casos, geralmente esta associado com trauma, com 
exce 9 ao da hemorragia intracraniana, que ocorre 
em 25% dos pacientes. 2 ’ 12 Sangramentos durante 
procedimentos cirurgicos nao sao excessivos, mas 
o sangramento apos o procedimento cirurgico e 
dificuldades na cicatriza 9 ao sao caracteristicas da 
deficiencia do fator XIII 2 e ocorrem em 15% dos 
pacientes. Em alguns pacientes, o sangramento 
pode-se manifestar entre 12 a 36 horas apos o trau- 
matismo. 1 Laboratorialmente, caracteriza-se por 
ter TP, TTPa e tempo de sangramento normais. 2 O 
TT pode estar um pouco prolongado, devido ao au- 
mento da quebra da fibrina com consequente au- 
mento dos produtos de degrada 9 ao da fibrina. 12 
Um teste especifico para a deficiencia de fator XIII 
e a solubilidade do coagulo frente a soloes de 
ureia (5 molar), o coagulo deficiente de fator XIII 
solubiliza em poucos minutos, enquanto um coa¬ 
gulo normal leva pelo menos 24 horas para solubi- 
lizar. 12 A atividade do fator XIII tambem pode ser 
determinada quantitativamente. 12 

Deficiencia do fator XII, pre-calicreina (PK) 
e cininogenio de alto peso molecular (HK) 

A deficiencia do fator XII e herdada como 
uma heran 9 a autossomica recessiva e nao esta 
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correlacionada com doernja hemorragica, mas 
laboratorialmente se caracteriza por ter um TTPa 
alter ado (muitas vezes acima de 100 s eg undos ) 2 
com TP e TT normals. Na maioria dos pacientes, 
o tempo de sangramento e normal . 2 Essa discre¬ 
pancy acontece porque o fator XII e muito impor- 
tante para iniciar a coagulai^ao in vitro , mas nao in 
vivo , como ja foi descrito. 

A pre-calicreina e herdada de modo autossomico 
recessivo, e sua deficiency nao esta correlacionada 
com manifesta^oes hemorragicas . 1 Ela tern um pa- 
pel fundamental na manuten^ao da ativa^ao do fa- 
tor XII, na resposta inflamatoria e na quimiotaxia 
leucocitaria. Laboratorialmente, caracteriza-se por 
apresentar TTPa aumentado, TP e TT normals. 

Os pacientes deficientes de cininogenio de 
alto peso molecular apresentam um TTPa prolon- 
gado e nao tern episodios hemorragicos ; 2 a heran- 
9 a e autossomica recessiva . 2 

Deficiencia do fator I 

As deficiencias do fibrinogenio podem ser classi- 
ficadas em congenitas ou adquiridas . 2 As congeni- 
tas sao classificadas em afibrinogenemia, hipofi- 
brinogenemia e disfibrinogenemias . 2 As primeiras 
referem-se a concentra^ao do fibrinogenio: a afi¬ 
brinogenemia e a ausencia do fibrinogenio, e a hi¬ 
pofibrinogenemia refere-se a uma diminu^ao na 
concentra^ao do fibrinogenio. As disfibrinogene¬ 
mias referem-se a uma altera^ao na molecula do 
fibrinogenio. As anomalias adquiridas do fibrino¬ 
genio sao classificadas em hiperfibrinogenemia, 
hipofibrinogenemia e disfibrinogenemias . 2 A Fi- 
gura 13.21 esquematiza as deficiencias da mole¬ 
cula do fibrinogenio. 



Deficiencia congenita do fator I 

Na afibrinogenemia e na hipofibrinogenemia, os 
tres genes estao presentes. O problema esta na 


sintese, na secre^ao ou no processamento do RNA 
mensageiro . 1 

A afibrinogenemia e rara e herdada de modo 
autossomico recessivo . 1 As manifesta^oes hemor¬ 
ragicas variam de leve a intensas . 1 O sangramento 
pelo cordao umbilical pode ser a primeira mani- 
festa 9 ao e causa de obito em recem-nascidos . 1 Pos- 
teriormente, as manifesta^oes podem ser gengi- 
vorragias, epistaxes, menorragia, hematoma, 
abortos espontaneos e hemartroses . 1 A principal 
causa de obito e o sangramento intracaniano . 1 Ge- 
ralmente, os sangramentos ocorrem quando a con- 
centra^ao de fibrinogenio esta abaixo de 50 mg/dL 
e associada com traumas e procedimentos cirur- 
gicos . 2 Quando a hipofibrinogenemia e causada 
por falta de secreijao do fibrinogenio, este perma- 
nece no retlculo endoplasmatico do hepatocito e 
causa uma disfun^ao hepatica , 1 caracterizando 
uma doen 9 a de estoque que cursa com aumento 
das enzimas hepaticas e progressao para a cirro- 
se 2 , 20,21 Todos os testes de coagula^ao estao alte- 
rados (TTPa, TP e TT) e podem ser corrigidos 
pela adit^ao de plasma normal ou fibrinogenio pu- 
rificado . 2 O diagnostico laboratorial e feito pela 
dosagem imunologica do fibrinogenio. Na hipofi¬ 
brinogenemia, a concentra^ao do fibrinogenio 
esta diminuida, e este pode ser dosado pelos testes 
de atividade, ou seja, que geram a format ao de co- 
agulos . 1 O tempo de sangramento tanto na hipo 
como na afibrinogenemia pode estar aumentado, 
provavelmente pela dificuldade de ocorrer a agre- 
ga 9 &o plaquetaria pela ausencia ou diminu^ao da 
concentra 9 ao do fibrinogenio tanto no plasma 
como nas plaquetas ; 1 a agrega 9 ao plaquetaria e de- 
pendente de fibrinogenio. 

As disfibrinogenemias sao herdadas de modo 
autossomico dominante 1 e podem ser causadas 
por defeitos na polimeriza 9 ao dos monomeros de 
fibrina ou na quebra da molecula do fibrinogenio 
para gerar os fibrinopeptideos. Alguns pacientes 
podem gerar coagulos de fibrina resistentes a a 9 ao 
do sistema fibrinolitico e tern tendencia a episo¬ 
dios tromboticos . 1 Os pacientes com disfibrinoge¬ 
nemias podem apresentar tanto doen 9 a hemorra¬ 
gica quanto trombotica . 1 A principal caracterlstica 
das disfibrinogenemias e a altera 9 ao do TP e do 
TTPa e uma concentra 9 ao de fibrinogenio que ge- 
ralmente esta normal quando medida por meto- 
dos imunologicos, mas os testes de atividade (for- 
ma 9 ao de coagulo de fibrina) revelam a nao 
forma 9 ao do coagulo de fibrina . 2 
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Deficiencia adquirida do fator! 

A concentragao do fibrinogenio aumenta signifi- 
cativamente com a idade, em fumantes, em hiper- 
tensos e obesos, e pacientes com diabetes melito 
tendem a fazer hiperfibrinogenemia. 2 A hiperfi- 
brinogenemia e um fator de risco para infarto do 
miocardio e doenga coronariana isquemica. 2 A 
hiperfibrinogenemia pode ser devida a um poli- 
morfismo genetico que tambem esta associado a 
um risco aumentado de doengas cardiovasculares 
e aterosclerose. 2 O aumento na concentragao do 
fibrinogenio tambem pode ser uma resposta a um 
processo inflamatorio. 2 

A hipofibrinogenemia esta associada a falen- 
cia hepatica fulminante e a uma cirrose hepatica 
descompensada. 2 A administragao de L-asparagi- 
nase esta correlacionada a queda da concentragao 
de fibrinogenio. 2 

A disfibrinogenemia esta associada com doen¬ 
gas hepaticas como cirrose hepatica, cirrose hepa¬ 
tica viral e hepatite toxica. Nessas doengas, cerca 
de 50% dos pacientes apresenta um quadro de dis¬ 
fibrinogenemia. 2 . A disfibrinogenemia pode ser 
secundaria ao desenvolvimento de autoanticorpos 
contra a molecula do fibrinogenio, o que pode 
ocorrer no lupus eritematoso sistemico 2 e no mie- 
loma multiplo por inibigao da polimerizagao dos 
monomeros de fibrina. 2 - 22 

Doenga de von Willebrand 

A doenca de von Willebrand (dvW) foi descrita pela 
primeira vez em 1926, por Erik von Willebrand. 2 23 
A heranga que predomina e autossomica domi- 
nante, na qual a presenga de um alelo mutante 
causa a doenca, e a presenga de dois alelos mutan- 
tes causa uma doenga mais grave. 1)2 A penetrancia 
e a expressividade do gene e bastante variavel. 2 A 
incidencia da dvW e de 35 a 100 afetados para 
cada 1 milhao de pessoas, e essa incidencia e com- 
parada com a da hemofilia A. 2 > 24 

A dvW e classificada em tres tipos: tipo 1, tipo 2 
e tipo 3. 2 25 O tipo 2 apresenta as variantes 2 A, 2B, 
2M e 2N, 1 os tipos 2N e 3 apresentam heranga au¬ 
tossomica recessiva, os demais sao heran^a autos¬ 
somica dominante. 1 A Figura 13.22 traz a classifi- 
ca^ao da doenca de von Willebrand. 

A dvW do tipo 1 e caracterizada pela diminui- 
9 ao parcial da concentra 9 ao do fator de von Wille¬ 
brand (fvW), mas a molecula tern fun 9 ao normal. 2 
A concentra 9 ao do fator VIII cai proporcional- 
mente a concentra 9 ao do fvW. 2 O tipo 1 representa 



FIGURA 13.22 Classificagao da doenga de von 
Willebrand. 


entre 60 a 80% dos casos da dvW. 1 - 2 O tipo e a in- 
tensidade do sangramento sao proporcionais a 
concentragao do fvW. 1 - 2 Pacientes com niveis de 
fvW proximos ao normal sao dificeis de ser diag- 
nosticados. Nas formas graves da doenga (os niveis 
de fvW e fator VIII estao muito diminuidos), ocor- 
rem hematomas e hemartroses, e a doenga pode ser 
confundida com hemofilia. 1 Nas formas mais leves 
da doenga, o paciente pode ser assintomatico. 1 

O tipo 2 e caracterizado pela deficiencia quali¬ 
tative da molecula; a concentragao do antigeno de 
von Willebrand e normal, mas a molecula nao e 
funcionaL Essa variante representa cerca de 7 a 
30% dos casos. 2 

O tipo 3 e caracterizado pela ausencia do fvW, 
representa 5% dos casos e e uma forma grave da 
doenga. 2 

O diagnostico lab orator ial da doenga envolve 
os testes de triagem, especificos e discriminatorios, 
apresentados na Figura 13.23. 


FIGURA 13.23 Testes que compoem o diagnostico 
laboratorial da doenga de von Willebrand. 


TS.tempo de sangramento; TTPa, tempo de tromboplastina parcial 
ativada; CP, contagem de plaquetas; Ativ. VIII, atividade de fator 
VIII, dosagem de fator VIII; Ag fvW, antigeno do fator de von Wil¬ 
lebrand; CAP, curva de agregagao plaquetaria frente a ristocetina; 
padrao multimerico, eletroforese em gel para separagao dos multi- 
meros do fator de von Willebrand. 
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E muito importante a avalia^ao plaquetaria na 
doen^a de von Willebrand, porque, apesar de a 
contagem de plaquetas apresentar um numero 
normal, elas nao sao funcionais. A plaqueta perde 
a funto de adesao pela falta do fvW; se as plaque¬ 
tas de um doente de von Willebrand forem trans- 
fundidas a uma pessoa normal (sem deficiencia de 
fvW), elas funcionam normalmente (adesao e 
agrega^ao). A morfologia plaquetaria tambem e 
normal. O TS esta alterado, mas a literatura ques- 
tiona o valor do TS como um teste de triagem. 12 O 
problema com o TS e tecnico: o teste deve ser rea- 
lizado corretamente e por profissional ou tecnico 
bem-treinado (ver Avalia^ao da hemostasia pri- 
maria). O TTPa pode estar alterado, e o TP, nor¬ 
mal. Quando o paciente apresenta esse perfil labo¬ 
ratorial, deve-se pensar em dvW. 

Nos testes especificos, mede-se a atividade do 
fator VIII por curva de calibrate* com plasma de- 
ficiente nesse fator e, com isso, determina-se a sua 
porcentagem de atividade. O nivel de atividade do 
fator VIII esta diminuido na doen^a de von Wille¬ 
brand porque ele circula complexado ao fvW, o que 
prolonga sua meia-vida, estabiliza sua atividade, 
torna-o mais suscetivel a a^ao da trombina e inibe 
a a^ao proteolitica do complexo proteina C-S (ver 
Cofatores soluveis - Fator VIII). O antigeno do 
fvW pode ser medido por ELISA empregando an- 
ticorpos contra o fvW. 

Nos testes discriminatorios, faz-se a curva de 
agrega$ao plaquetaria usando como agente agre- 
gante a ristocetina, e a separa^ao, usando eletrofo- 
rese em gel, dos multimeros do fvW. Adicionar 
ristocetina a um plasma rico em plaquetas, com 
concentrate* normal do fvW, leva a ligate* do 
fvW a glicoproteina GPIb (express a na membrana 
plaquetaria) com consequente agrega^ao plaque¬ 
taria. 2 ’ 26 Para o diagnostico da dvW, a agrega^ao 
plaquetaria pode ser realizada de duas maneiras: a 
primeira e adicionar ao plasma do paciente pla¬ 
quetas liofilizadas (plaquetas exogenas) e uma 
concentrate* fixa de ristocetina e medir a agrega- 
^ao plaquetaria. A segunda e fazer uma agrega^ao 
plaquetaria induzida pela ristocetina (RIPA, do in¬ 
gles ristocetin induced platelet aggregation ), 2 que 
consiste em adicionar ao plasma do paciente con¬ 
centrates crescentes de ristocetina e medir a agre- 
ga^ao plaquetaria. Em pessoas normals, a curva de 
agrega^ao e ausente ou subagregante em concentra¬ 
tes de ristocetina entre 0,3 a 0,5 mg/mL e tern uma 
curva agregante na concentrate de 1,2 mg/mL de 


ristocetina. 2 O padrao multimerico do fvW pode 
ser evidenciado pela eletroforese em gel; em indi- 
viduos normais, nao ha deficiencia de nenhum 
multimero, e observam-se todas as bandas. A Fi- 
gura 13.24 mostra o padrao multimerico normal 
e o de doente s de von Willebrand. 
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FIGURA 13.24 Padrao multimerico normal e de 
doentes de von Willebrand. 


Fonte: Adaptada da Lichtman e colaboradores . 12 

O sangramento na dvW pode simular um qua- 
dro de disfun^ao plaquetaria ou de hemofilia A. A 
deficiencia do fator VIII ocorre tanto na hemofilia 
A como na dvW. Pacientes com hemofilia A que 
fizeram uso de acido acetilsalidlico ou que tern 
uma disfunto plaquetaria podem ter uma combi- 
na^ao de sangramentos que simule um quadro de 
dvW do tipo 3. 2 Na hemofilia, o antigeno do fvW e 
a agrega^ao plaquetaria utilizando plaquetas exo¬ 
genas estao normais e, no subtip o 3, o antigeno do 
fvW esta ausente e nao ha agrega^ao plaquetaria 
com plaquetas exogenas. 2 O padrao de heran<;a 
deve ser determinado, quando possivel, porque 
um padrao compativel com heran^a ligada ao sexo 
confirma a hemofilia. 2 A trombocitopenia esta as- 
sociada com a dvW do tipo 2B e podem ocorrer 
contagens de plaquetas abaixo de 20.000 plaque- 
tas/pL; 2 muitas vezes, nessa situa^ao, faz-se o diag¬ 
nostico err ado de trombocitopenia autoimune. 2 

:: COAGULOPATIAS ADQUIRIDAS 

As coagulopatias adquiridas podem ser causadas 
por deficiencia da vitamina K, doen^a hepatica, 
inibidores da coagulate (anticorpos), coagulopa¬ 
tias induzidas por medicamentos, sindrome anti- 
fosfolipideo e coagula^ao intravascular dissemi- 
nada (CIVD). 3 
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Deficiencia da vitamina K 

A vitamina K (VK) e muito importante na carbo- 
xila^ao de fatores dependentes dela - fatores II, 
VII, IX e X -, alem de duas proteinas regulatorias 
da coagula^ao sanguinea, as proteinas S e C. 2 
Existe, portanto, uma rela^ao direta entre a coa- 
gula^ao sanguinea e os niveis de vitamina K; sem 
vitamina K, ou na deficiencia dela, tem-se uma 
doen^a hemorragica. A vitamina K e encontrada 
em vegetais verdes, derivados do leite e figado. 
Alem da fonte exogena (dieta) de VK, tem-se uma 
produ^ao endogena: as bacterias da flora intesti¬ 
nal normal sintetizam a VK, 1 que e absorvida em 
pequena quantidade pelo ileo. 2 Para que a VK seja 
absorvida, necessita que as fun^oes pancreatica e 
biliar sejam normais. 1 Nosso organismo estoca 
pequenas quantidades de VK no tecido hepatico, 
que e rapidamente consumido (uma semana) 2 
caso a ingesta seja insuficiente. 

A deficiencia da VK esta presente em quadros 
de ma-absor^ao intestinal por doen^as do trato 
biliar. 1 Deter minados antibioticos, doen^a hepati- 
ca e admin istra^ao de anticoagulantes orais, como 
varfarina e dicumarmicos, interferem no ciclo da 
VK, impedindo, desse modo, a carboxila^ao dos 
fatores da coagula^ao dependentes de VK. 1 

Todo paciente icterico por hepatopatia tern 
como solicita^ao labor atorial o TP. Is so se deve ao 
fato de o dano celular hepatico interferir no ciclo 
da VK e, assim, impedir a ativa^ao dos fatores da 
coagula^ao dependentes de VK; o aumento do TP 
indica que a deficiencia da VK esta ocorrendo ou 
por ma-absor^ao da vitamina K ou por grave dano 
hepatocelular. 1 

O recem-nascido (RN) e particularmente 
senslvel a deficiencia da vitamina K, pois seu 
intestino e esteril e nao sintetiza essa vitamina. 
Seu estoque de VK e muito baixo, porque a quan¬ 
tidade de vitamina que cruza a placenta e peque¬ 
na, e o leite materno e uma fonte pobre de VK. 1 O 
nivel plasmatico de VK no RN e baixo nos pri- 
meiros 2 a 5 dias de vida; esse nivel se eleva a par- 
tir da primeira semana, atingindo niveis de adul- 
to apos tres meses. 1 O RN pode ter uma doen^a 
hemorragica causada por deficiencia de VK que, 
em geral, ocorre entre o 2° e o 7° dia de vida 1 e 
tern como sinais clinicos sangramentos na pele e 
em mucosas e em sitios de pum^ao venosa; 27 po- 
dem ocorrer sangramentos intracranianos e 
retroperitoneais. 1 Como preven^ao da doen^a he¬ 
morragica por deficiencia da VK no RN, e feito o 
uso profilatico de VK. 1 


Na deficiencia da VK, o TP e o TTPa estao au- 
mentados devido a deficiencia especifica dos fatores 
II, VII, IX e X; o tempo de sangramento e a conta- 
gem de plaquetas estao normais. Quando se suspei- 
ta de doen^a hemorragica do RN por deficiencia da 
VK, deve-se fazer o diagnostico diferencial com 
trombocitopenia e coagula^ao intravascular dis- 
seminada. 1 Na ultima, todos os fatores estao dimi- 
nuidos, todos os testes de coagula^ao estao pro- 
longados e tem-se a presen^a anormal dos 
produtos de degradation do fibrinogenio e/ou da 
fibrina (PDF). 1 

Doen^a hepatica 

As doen^as hepaticas que cursam com altera^ao 
dos fatores de coagula^ao sao necroses hepatoce- 
lulares agudas (hepatite viral, hepatite medica¬ 
mentosa), doen^as hepatocelulares cronicas, he¬ 
patite alcoolica, cirrose hepatica e ictericia 
obstrutiva. 1 

A rela^ao que existe entre as doen^as hepaticas 
e a coagula^ao e explicada pelo fato de os fatores de 
coagula^ao serem produzidos exclusivamente no 
figado, com exce^ao do fator VIII. Nessas situa¬ 
tes, o melhor exame para avaliar a fun^ao hepati¬ 
ca e o TP porque ele mede os fatores II, VII, IX e X, 
os quais sao dependentes de vitamina K. Caso o 
TP nao seja corrigido pela administrate parente¬ 
ral de vitamina K, a doen^a hepatica e de mau 
prognostico. 1 

Pacientes com doen^a hepatica cronica po- 
dem desenvolver coagula^ao intravascular disse- 
minada. Quando isso ocorre, a dificuldade em se 
controlar esse processo se da porque os niveis de 
proteina C, proteina S e antitrombina estao dimi- 
nuidos, o figado perde a capacidade de clarear os 
fatores ativados da coagula^ao e tambem nao con- 
segue repor os fatores consumidos. 1 A fibrinolise 
torna-se excessiva porque nao ha o controle hepa¬ 
tico sobre ela. 1 Esses pacientes apresentam TP e 
TTPa aumentados, fatores II, VII, IX, X, proteina 
C, proteina S e antitrombina diminuidos, fator 
VIII aumentado e fibrinogenio diminuido. As 
plaquetas estao diminuidas em numero e com 
agrega^ao plaquetaria deficiente, o que acarreta 
um aumento no tempo de sangramento. 1 

Inibidores da coagula^ao (anticorpos) 

Os inibidores adquiridos da coagula^ao sangui¬ 
nea sao proteinas que inibem os fatores da coagu- 
la^ao ou interferem nas rea^oes em que eles estao 
envolvidos. 2 A maioria e caracterizada como 
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anticorpos e surge na circula^ao a partir de trans- 
fusoes de proteinas plasmaticas em portadores de 
doen^as hemorragicas hereditarias, podendo-se 
fazer presentes em pacientes com hemostasia nor¬ 
mal. 2 Estao descritos inibidores para os fatores 
VIII, V, VII, IX, X, II, XI, XII, I, fator de von Wil- 
lebrand, fatores que afetam a polimeriza^ao e es- 
tabiliza<~ao da fibrina, anticoagulante do tipo he- 
parina e anticoagulante lupico. 2 

Os inibidores do fator VIII caracterizam-se 
por neutralizar a atividade desse fator 2 e estao des¬ 
critos em cinco situates clinicas: na hemofilia A 
(aloanticorpos inibidores do fator VIII), no pos- 
-parto, associado a doen^as imunologicas, asso- 
ciado a doen^as malignas e em pacientes idosos 
sem nenhuma doen^a. 2 As doen^as imunes asso- 
ciadas com inibidores do fator VIII sao artrite 
reumatoide, lupus eritematoso sistemico, asma 
bronquica, doen^a inflamatoria do intestino del- 
gado, doen^a do enxerto versus hospedeiro e na 
terapia com interferon-a. 28 30 Os inibidores do fa¬ 
tor VIII podem ocorrer no pos-parto, 31 mas rara- 
mente ocorrem durante a gesta^ao 32 e, na maioria 
das pacientes, o inibidor desaparece espontanea- 
mente apos 12 a 18 meses. 31 Alguns medicamen- 
tos (penicilina, antibioticos a base de sulfa, clor- 
promazina e fenitoina) estao associados com a 
produ^ao de inibidores do fator VIII. 1 

Os inibidores do fator VIII, na maioria dos ca- 
sos, sao imunoglobulinas da classe IgG, 1 - 2 especi- 
ficos contra a atividade do fator VIII e nao interfe- 
rem com a atividade do fator de von Willebrand. 2 
Estao presentes em 5 a 20% dos hemofilicos. 

O TP e o TT sao normais, e o TTPa esta alterado. 
Um teste simples para se avaliar a presen^a de ini¬ 
bidores do fator VIII consiste em misturar, em pro¬ 
poses iguais, plasma normal com plasma do pa- 
ciente e fazer o TTPa; se houver corre^ao do TTPa, 
nao ha presen^a de inibidores; caso o TTPa nao 
corrija, e indicativo de presen^a de inibidores. Os 
testes feitos na mistura de plasmas (pacien- 
te+normal) devem ser realizados logo apos a mistura 
dos dois plasmas e apos duas horas de incuba^ao a 
37 °C, para se distinguir entre os inibidores de a$ao 
imediata (anticoagulante lupico) e inibidores tem- 
po-dependente (inibidores do fator VIII). 

A quantifica^ao do inibidor do fator VIII e 
dada em uma unidade-padrao chamada de unida- 
de Bethesda; 33 a quantifica^ao do inibidor deve 
ser feita em situates de emergencia (episodio he- 
morragico) e para a avalia^ao do tratamento. 2 


Smdrome antifosfolipideo (SAF) 

Neste topico (SAF), sera apresentada uma revisao 
sobre smdrome antifosfolipideo feita por Mariana 
Bodnar, em 2012. 34 

A smdrome antifosfoslipideo (SAF), descrita 
originalmente por Hughes, em 1983, 35 e uma doen- 
9a autoimune, adquirida, caracterizada laborato- 
rialmente pela presen^a de niveis elevados de anti- 
corpos antifosfolipideos (anticoagulante lupico, 
anticardiolipina ou a anti-(5 2 glicoproteina I). £ 
classificada como primaria quando nao ha evi¬ 
dences de outra doen^a associada ou secundaria 
quando existe outra patologia associada, princi- 
palmente o lupus eritematoso sistemico (LES). 

Caracteriza-se clinicamente pela ocorrencia 
de trombose venosa e/ou arterial e complicates 
obstetricas. E a mais comum das trombofilias ad- 
quiridas. Outras manifesta^oes clinicas, como 
embolia pulmonar, infarto do miocardio, lesoes 
de valvulas cardiacas, anemia hemolitica e trom- 
bocitopenia, sao tambem encontradas na SAF. Li¬ 
vedo reticular e ulcerates cutaneas sao as mani- 
festa^oes dermatologicas de maior frequencia. 

Os anticorpos antifosfolipideos constituem 
uma familia de autoanticorpos, que apresenta uma 
variedade de alvos especificos, reconhecendo com- 
binates de fosfolipideos, proteinas plasmaticas li- 
gadas a fosfolipideos ou ambos. As classes IgM e/ou 
IgG sao as mais comuns, sendo o tipo IgA o menos 
encontrado. 

A detec^ao dos anticorpos anticardiolipina e 
anti-(3 2 GPI e realizada por testes imunoenzimati- 
cos (ELISA) em fase solida, enquanto a pesquisa do 
anticoagulante lupico e realizada por testes de 
coagula^ao dependentes de fosfolipideos. 

Para se estabelecer o diagnostico de SAF, se- 
gundo o ultimo consenso realizado em Sydney, 
Australia, em 2006, 36 e necessaria a presen^a de 
um evento clinico acompanhado de altos titulos 
de anticorpos antifosfolipideos. Os testes laborato- 
riais positivos devem ser repetidos com intervalo 
de 12 semanas para excluir anticorpos antifosfoli¬ 
pideos transitorios, que muitas vezes aparecem 
secundariamente a processos infecciosos. 

Historico 

O anticorpo antifosfolipideo foi detectado pela 
primeira vez em 1906, por Wassermann e colabo- 
radores, 37 em pacientes com sifilis. Esse anticorpo 
reagia com extratos de cora^ao bovino e foi iden- 
tificado, em 1941 por Pangborn, como uma 
cardiolipina que e um fosfolipideo mitocondrial 



Fase pos-analitica; hemostasia secundaria 365 


carregado negativamente e presente na composi- 
^ao das membranas celulares. 

As combina^oes de cardiolipina juntamente 
com lecitina e colesterol formaram a base para o 
reagente da pesquisa do VDRL (do ingles veneral 
disease research laboratory), que e o teste de tria- 
gem para detec^ao da sifilis. Apos o desenvolvi- 
mento de testes mais especificos, como a pesquisa 
do Treponema pallidum, observou-se que havia 
individuos VDRL positivo sem qualquer evidencia 
de sifilis; essa caracteristica, falso-positiva, foi 
posteriormente encontrada em pacientes com LES. 

Para a detec^ao mais sensivel dos anticorpos an- 
ticardiolipina, Harris e colaboradores 38 desenvolve- 
ram um teste quantitativo em fase solida, em que e 
utilizada a cardiolipina como antigeno (ELISA). 

O inicio da identifica^ao do anticoagulante 
circulante ocorreu em 1952, por Conley e Hart¬ 
mann, 39 apresentando a capacidade de prolongar 
os testes de coagula^ao fosfolipideos dependentes 
em pacientes com LES. 

Apenas em 1972, foi proposto o termo anticoa¬ 
gulante lupico para esse anticorpo. 

No ano de 1983, Hughes 35 descreveu casos de 
trombose venosa e arterial associados a presen^a de 
anticoagulante circulante; a partir dai; a patologia 
recebeu o nome de sindrome antifosfolipideo. 

No inicio de 1990, dois grupos de pesquisado- 
res 40 descobriram que alguns anticorpos anticar- 
diolipina necessitam da presen^a, no plasma, de 
umaproteina ligante de fosfolipideos (anti-[3 2 GPI) 
para se ligar a cardiolipina. 

Etiologia 

O aparecimento de anticorpos antifosfolipideos 
em pacientes portadores da SAF ainda nao e com- 
pletamente compreendido. Sabe-se que essa sin¬ 
drome se enquadra na categoria de doen^as autoi- 
munes, e alguns eventos estao associados com o 
seu aparecimento. 

Infec^oes virais, como HIV, hepatites do tipo 
A, B e C, citomegalovirus, varicela, Epstein-Barr, 
adenovirus e parvovirus B 19 , estao associadas com 
um aumento na incidencia desses anticorpos. A 
utiliza^ao de drogas, como fenotiazina, procaina- 
mida, hidralazina, quinidina, valproato e fenitoi- 
na, tambem esta relacionada com o aparecimento 
desses anticorpos. 

Esses anticorpos podem, tambem, surgir em 
decorrencia de um fator genetico. Pacientes porta¬ 
dores de lupus e anticorpos antifosfolipideos tern 


uma incidencia maior de HLA DR3, DR4, DR7 e 
Dww53, assim como de alelos nulos para C4. Pa¬ 
cientes portadores da sindrome primaria apresen- 
tam uma incidencia maior de DR7. 

A apoptose celular com a consequente exposi- 
9 ao de fosfolipideos anionicos na super fide da ce- 
lula tern sido tambem apontada como um fator 
para a gera^ao de anticorpos antifosfolipideos. 

Patogenese 

As manifesta 9 oes clinicas mais evidentes da SAF sao 
a presen^a de tromboses venosas e/ou arteriais. Hi- 
poteses tern sido apresentadas para explicar os me- 
canismos pelos quais os anticorpos antifosfolipideos 
induzem esses eventos, que apresentam grande im- 
portancia clinica para o diagnostico da sindrome. 

A primeira hipotese e relacionada a ativa^ao 
das celulas endoteliais pela liga 9 ao dos anticorpos 
antifosfolipideos, o que promove um aumento da 
expressao de moleculas de adesao e da secre 9 ao de 
citocinas, interferindo na libera 9 ao endotelial de 
prostaciclinas. 

Uma segunda hipotese supoe que o estresse 
oxidativo provoca lesao no endotelio do vaso, pela 
a 9 ao da LDL oxidada, que seria digerida pelo ma- 
crofago, provo cando ativa 9 ao e consequente dano 
celular. 

A terceira sugere que os anticorpos antifosfo¬ 
lipideos interferem na fun 9 ao das proteinas liga- 
doras de fosfolipideos envolvidas no processo da 
coagula 9 ao, como a ($ 2 -glicoproteina I, um impor- 
tante cofator, que tern seu efeito de anticoagulante 
natural afetado pela liga 9 ao com os fosfolipideos, 
passando a expressar efeito contrario, isto e, pre- 
dispondo o paciente a um estado de hipercoagula- 
bilidade. Outras proteinas envolvidas na regular) 
do processo de coagula 9 ao, como protrombina, 
proteinas C e S e anexina V, podem tambem ser 
alvo dos anticorpos antifosfolipideos. 

Epidemiologia 

A prevalencia de anticorpos antifosfolipideos varia 
de 1 a 5% na popula 9 ao saudavel e, em geral, tende 
a aumentar com o passar da idade, especialmente 
em pacientes com doen 9 a cronica anterior. Existe 
uma influencia sazonal na presen 9 a desses anti¬ 
corpos em popula 9 oes saudaveis, ocorrendo maior 
prevalencia nos meses de inverno do que do verao. 

A SAF afeta principalmente jovens e adultos, po- 
dendo se apresentar tambem em crian 9 as e idosos. 
As mulheres, em especial aquelas em idade fertil, de 
15 a 50 anos, sao as mais afetadas, sendo, nesse caso. 
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principalmente portadoras da SAF secundaria. Cer- 
ca de 80% dos pacientes com SAF sao mulheres. 

Entre 12 a 30% dos pacientes com LES apre- 
sentam anticorpos anticardiolipina (aCL), e de 15 
a 34% apresentam anticoagulante lupico (AL). Em 
pacientes que apresentam altos titulos desses anti¬ 
corpos, 38% deles sao portadores de ambos os an¬ 
ticorpos. Pacientes com SAF geralmente possuem 
deficiencia da proteina S. 

Principals manifestagoes clinicas 

A trombose e a manifestagao clinica mais comum 
da SAF e pode afetar vasos de qualquer orgao. A 
trombose venosa, principalmente a que atinge os 
membros inferiores, ocorre em 55% dos pacientes, 
e metade deles apresenta embolia pulmonar. A 
trombose arterial afeta o cerebro em 50% dos ea- 
sos, provocando acidentes vasculares. Outros lo¬ 
cals afetados sao cnragao, olhos, rins e arterias 
perifericas. Uma proporgan de 90% dos pacientes 
que apresentam acidentes isquemicos transitorios, 
com idade inferior a 50 anos, sao portadores de 
anticorpos antifosfolipideos. Em um estudo reali- 
zado por Quaio e cnlabnradores, 41 a prevalencia de 
trombose arterial foi maior em pacientes que 
apresentam a SAF primaria. 

As principals manifestagnes hematologicas in- 
cluem a trombocitopenia, anemia hemolitica com 
Coombs direto positivo e sindrome de Evans. A 
contagem de plaquetas abaixo de 100.000 plaque- 
tas/pL esta presente em 90% dos pacientes com 
LES, que apresentam titulos de anticoagulante lu¬ 
pico e anticorpo anticardiolipina. Autoanticorpos 
contra glicoproteinas de plaquetas tern sido asso- 
ciados a trombocitopenia em pacientes com anti¬ 
corpos antifosfolipideos. A trombocitopenia em 
pacientes portadores de HIV esta associada a pre- 
senga de anticorpos antifosfolipideos em 70 a 80% 
dos casos. Pacientes portadores de HIV ou HCV 
possuem alta incidencia de anticorpos antifosfoli¬ 
pideos, porem, raramente apresentam eventos 
tromboticos associados. A presenga de anticorpos 
anticardiolipina do tipo IgA tern sido associada 
com a trombocitopenia, enquanto a presenga do 
tipo IgM e relacionada a anemia hemolitica. 

A perda fetal e uma manifestagao clinica de 
grande importancia para pacientes do sexo femi- 
nino. Entre as pacientes com perda fetal recorren- 
te, cerca de 16 a 38% delas sao portadoras de anti¬ 
corpos antifosfolipideos. 

O risco de aborto em mulheres portadoras de 
anticorpos antifosfolipideos e maior a partir da 


10 a semana de gestagao, o que contrasta com o que 
geralmente ocorre, que e a perda fetal nas primei- 
ras nove semanas. O anticorpo que tern maior 
prevalencia na perda fetal, em pacientes com LES, 
e a anticardiolipina do tipo IgG. Ha tambem evi¬ 
dences de que essas gestantes podem dar a luz 
prematuramente. 

As principals complicagoes em pacientes ges¬ 
tantes portadoras de anticorpos antifosfolipideos 
incluem, alem da perda fetal, pre-eclampsia, insu- 
ficiencia placentaria, trombose materna, incluido, 
nessa ultima, o acidente vascular cerebral. 

As manifestagoes dermatologicas sao, geral¬ 
mente, frequentes e precoces; em 41% dos portado¬ 
res de SAF, podem ser o primeiro sinal da sindrome, 
sendo o livedo reticular e as ulcer as cutaneas as 
principals manifestagoes. O livedo reticular e ca- 
racterizado por lesoes vasculares purpuricas e mos- 
queadas, provavelmente secundario a trombose de 
pequenos vasos, porem nao e exclusividade da SAF. 

Ja as ulceras cutaneas aparecem nas extremi- 
dades e, geralmente, deixam cicatrizes atroficas. 
Os anticorpos anticardiolipina do tipo IgA estao 
associados a ulceras cutaneas e vasculites. 

A SAF catastrofica e uma variante da SAF e foi 
descrita pela primeira vez por Asherson, em 1992. 42 
Pacientes com esse tipo de complicagao represen- 
tam menos de 1% de todos os pacientes com SAF. 
Caracteriza-se clinicamente pelo envolvimento de 
pelo menos tres orgaos, causando a eles rapida fa- 
lencia devido a trombose generalizada; o desenvolvi- 
mento dos sintomas ocorre em um periodo que varia 
de dias a semanas. A mortalidade nesses casos fica e 
de cerca de 50%, devido a lesoes generalizadas em 
multiplos orgaos. Afeta vasos de grande e pequeno 
calibre. Nos ultimos, gera uma microangiopatia 
trombotica, que afeta pulmoes, rins, sistema nervoso 
central, pele e coragao. 

Varios fatores podem estar associados ao inicio 
da SAF catastrofica, como infecgoes, procedimentos 
cirurgicos, interrupgao com tratamento de antico- 
agulantes, contraceptives orais e neoplasias. 

Os pacientes podem desenvolver a SAF catas¬ 
trofica, ou sindrome de Asherson, como tambem 
e conhecida, de forma inicial, sem qualquer histo- 
ria previa de trombose associada a SAF primaria 
ou LES. Laboratorialmente, evidencia-se trombo¬ 
citopenia em 60% dos casos, hemolise em um 
tergo dos pacientes, e 20% deles com algumas 
caracteristicas de CIVD. Deve-se fazer diagnosti- 
co diferencial com purpura trombocitopenica 
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trombotica, coagulagao intravascular dissemina- 
da e sindrome hemolltico-uremica. 

Classificagao e criterios de diagnostico 

A SAF deve ser suspeitada quando o paciente 
apresenta episodios de trombose sem fatores de 
risco evidentes. Nesse caso, e sugerida a pesquisa 
laboratorial dos anticorpos antifosfolipideos, que 
inclui VDRL, anticorpos anticardiolipina, fosfati- 
dilserina, anti-B 2 GPI e testes de coagulagao para 
triagem de anticoagulante lupico. 

Pode ser classificada em primaria, quando 
ocorre na ausencia de uma doenga autoimune co- 
mitente, ou secundaria, quando e associada prin- 
cipalmente a existencia de LES. No entanto, alem 
do LES, a SAF pode aparecer em decorrencia de 
doengas infecciosas, como sifilis, hepatite C e 
HIV, utilizagao de algumas drogas e neoplasias. 
Em geral, as manifestagoes cllnicas das sindrome s 
antifosfolipideos sao semelhantes para as formas 
primarias e secundarias. 

O diagnostico da SAF pode ser diflcil devido a 
grande variedade de manifestagoes cllnicas alem 
da trombose, que e a manifestagao classica da 
SAF. Recentemente, a International Society on 
Thrombosis and Hemostasis (ISTH) apresentou 
um consenso para classificagao da SAF, que foi re- 
alizada em Sapporo, no Japao, em 1999, e ficou 
conhecida como Criterios de Sapporo. 36 Nesse 
consenso, ficou estabelecido que o paciente deve 
apresentar um evento cllnico, como trombose ou 
perda fetal, demonstrar a presenga laboratorial de 
anticorpos anticardiolipina IgG/IgM e/ou antico¬ 
agulante lupico, que devem ser detectados em 
duas ocasioes com seis semanas de intervalo. Essa 
classificagao resultou em uma sensibilidade de 
71% e uma especificidade para a detecgao correta 
da SAF de 98%. 

Em 2006, em Sydney (Australia), foi realizada 
uma revisao nos Criterios de Sapporo e definiram-se 
novos criterios laboratoriais (Quadro 13. 1). 43 

Incluiu-se a pesquisa de anticorpos anti-(3 2 GPI 
(IgM e IgG) pelo metodo de ELISA e a elevagao 
dos valores de corte para os anticorpos anticar¬ 
diolipina IgM e IgG, sendo necessarios tltulos 
moderados ou altos, que significam acima de 40 
unidades para IgG ou IgM, detectados em duas 
ocasioes com um intervalo, agora, de 12 semanas. 
Os criterios cllnicos nao foram alterados, perma- 
necendo a ocorrencia de trombose vascular e/ou 
morbidade gestacional. 


Outras manifestagoes cllnicas, como trombo- 
citopenia, livedo reticular e doengas de valvas car- 
dlacas, entre outras, sao de grande importancia, 
porem nao foram incluldas nos criterios de diag¬ 
nostic© definidos pelo Consenso. 

A ausencia de anticoagulante lupico ou anti- 
corpo anticardiolipina em pacientes com suspeita 
de SAF nao necessariamente descarta seu diag¬ 
nostico. Outros antifosfolipideos (anticardiolipina 
tipo IgA, fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina) ou 
anticorpos contra protelnas que se ligam a fosfoli- 
pldeos, como antitrombina e antianexina V, sao 
fatores que, embora nao fagam parte dos criterios 
de diagnostico, podem ser de grande utilidade 
pratica. 


QUADRO 13.1 Criterios de classificagao 
revisados em Sydney 


1. Trombose vascular 

Um ou mais episodios de trombose arterial, venosa ou de 
pequenos vasos ocorrendo em qualquer orgao ou tecido e 
confirmados por exames de imagem ou histopatologicos 

2. Morbidade gestacional 

2.1 Uma ou mais mortes inexplicaveis de feto 
morfologicamente normal com mais de 10 semanas de 
gestagao; ou 

2.2 Um ou mais nascimentos prematuros de feto 
morfologicamente normal com 34 semanas ou menos 
em virtude de pre-eclampsia, eclampsia ou retardo do 
crescimento uterino; ou 

2.3 Tres ou mais abortamentos espontaneos consecutivos 
antes da 10* semana de gesta^ao com exdusao de causas 
cromossomicas, anatomicas ou hormonais 


1. Anticorpo anticoagulante lupico 

Presente no plasma em duas ou mais ocasioes com intervalo 
de 12 semanas, detectado de acordo com as recomenda^oes 
da Sociedade Internacional de Trombose e Hemostasia 

2. Anticorpo anticardiolipina 

Presenga no soro ou plasma do anticorpo IgG ou IgM, 
em tftulos moderados ou elevados > 40 unidades G ou M, 
ou > 99° percentil, em duas ou mais ocasioes separadas 
por 12 semanas, dosadas por ELISA 

3. Anti-B2GPI 

Presenga no soro ou plasma do anticorpo IgG ou IgM, em 
titulos moderados ou elevados > 99% percentil, em duas ou 
mais ocasioes separadas por 12 semanas, dosadas por ELISA 

Fonte: Deweese e Hoylaerts . 43 

Diagnostico laboratorial dos anticorpos 
antifosfolipideos 

Os anticorpos anticardiolipina sao detectados por 
testes imunoenzimaticos (ELISA), que utilizam 
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cardiolipina como antigeno, na presen^a de p 2 GPI 
serica bovina. Segundo o ultimo consenso em 
Sydney para o diagnostico da SAP, 36 ficou estabe- 
lecido que e necessaria a presen^a de anticorpos 
anticardiolipina do tipo IgG ou IgM, no soro ou 
plasma, em niveis moderados a altos, acima de 40 
unidades ou acima de 99° percentil, em duas ou 
mais ocasioes separadas por um intervalo de 12 
meses. A presen^a de titulos baixos ou modera¬ 
dos, de anticorpos anticardiolipina, pode ser tran- 
sitoria e aparecer como resultado de infec^des; 
por isso, a importancia de sua repeti^ao para con- 
firma^ao. Muitos pacientes com SAF podem ser 
identificados a partir do VDRL, por ele apresentar 
a cardiolipina como seu principal componente an- 
tigenico. Porem, o VDRL nao tern valor diagnosti¬ 
co devido a baixa sensibilidade e especificidade, 
entretanto, pode servir como sinal de alerta para 
poster iores triagens. 

A presen^a de titulos moderados a altos de anti¬ 
cardiolipina, principalmente da classe IgG, esta alta- 
mente relacionada a manifesta^oes clinicas, sendo a 
subclasse IgG2 mais associada a eventos tromboti- 
cos. Ja os anticorpos anticardiolipina do tipo IgM 
tendem a dar resultados falso-positivos, principal¬ 
mente quando em niveis baixos e, em especial, na 
present a de fator reumatoide ou de crioglobulinas. 

Os anticorpos anti-(3 2 GPI sao detectados pela 
tecnica de imunoensaio (ELISA), as placas sao re- 
vestidas com fJ 2 -glicoproteina humana. A dosa- 
gem de anti-{$ 2 GPI, no soro ou plasma, deve apre¬ 
sentar resultado superior ao 99° percentil, em 
duas ou mais ocasioes, separadas por um interva¬ 
lo de 12 semanas, e detectadas por metodologia de 
ELISA padronizado. Sua detect ao esta associada a 
alta especificidade para SAF, porem com baixa 
sensibilidade e, por isso, a dosagem da anti-(5 2 GPI 
nao deve ser utilizada de forma isolada e sim em 
associa^ao com a pesquisa de anticorpos anticar¬ 
diolipina. No entanto, uma porcentagem de 3 a 
10% dos pacientes com SAF pode apresentar a 
anti-[$ 2 GPI como unico teste positivo. Essa dosa¬ 
gem se reveste de grande utilidade em pacientes 
com anticorpos anticardiolipina e anticoagulante 
lupico negativos, mas com evidencia clinica de 
SAF. Altos titulos de anti-f^GPI estao fortemente 
associados a trombose e outras manifesta^oes da 
SAF. £ considerada como o principal cofator para 
os anticorpos anticardiolipina. 

O anticoagulante lupico (AL) pertence a um 
grupo heterogeneo de anticorpos que sao dirigidos 


contra fosfolipideos de carga negativa ou contra 
complexos formados entre fosfolipideos e protei- 
nas (P 2 GPI ou protrombina). O AL prolonga os 
testes de coagula^ao fosfolipideos dependentes, 
comportando-se como um inibidor adquirido da 
coagula^ao. Essa atividade do anticoagulante lu¬ 
pico foi descrita pela primeira vez em 1952, por 
Conley e Hartmann. 39 Embora a denomina^ao 
seja anticoagulante lupico, sua presen^a nao e res- 
trita a pacientes com LES. 

Varios metodos tern sido utilizados para a de- 
tec^ao do fenomeno AL, incluindo o TTPa, o TCK 
(tempo de coagula^ao com o Kaolin) e o dRVVT 
(i dilute Russels viper venom time). Devido a natu- 
reza heterogenea do AL, e necessaria a realiza^ao 
de mais de um tipo de teste para o diagnostico 
correto. Geralmente, sao realizados dois ou mais 
testes para rastreio, o que evita resultados falso- 
-positivos, pois nenhum deles tern sensibilidade 
de 100%. 

Entre os testes citados, o dRVVT e considerado 
o mais sensivel para a pesquisa do AL; isso explica 
sua ampla utiliza^ao nos EUA e na Europa. Thiaga- 
rajan e colabor adores 44 for am os primeiros a des- 
crever o uso de dRVVT modificado para a triagem 
de AL. O dRVVT ativa diretamente o fator X da co- 
agula^ao com format ao de um coagulo de fibrina; o 
teste se prolonga na presen^a do AL porque interfere 
na estrutura^ao do complexo protrombinase. 

O AL e a causa de prolongamento do TTPa espe- 
cialmente em pacientes sem historico de sangra- 
mentos. Por esse motivo, o TTPa e considerado 
um bom teste de triagem para a pesquisa do AL, 
porem sua sensibilidade em pacientes portadores 
da SAF e de cerca de 30 a 40%, o que pode resultar 
em valores nor mais, mesmo sendo o paciente por- 
tador de SAF. 

A metodologia para detec^ao do anticoagu¬ 
lante lupico e dividida em etapas: na primeira, e 
observado o prolongamento do tempo de forma- 
£ao do coagulo em pelo menos um teste de coagu- 
la^ao fosfolipideo dependente in vitro. O plasma 
utilizado para a pesquisa do anticoagulante lupico, 
nos testes de coagula^ao fosfolipideo dependente, 
deve ser pobre em plaquetas. Para isso, o correto e 
fazer a dupla centrifuga^ao do plasma para evitar 
a contamina^ao com plaquetas, pois a presen 9 a 
das plaquetas, no plasma, pode neutralizar o AL, 
resultando em teste falso-negativo. 

A segunda etapa consiste em caracterizar a 
atividade inibitoria do anticorpo pela mistura do 
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plasma do paciente com um pool de plasma nor¬ 
mal. Os testes realizados com essa mistura de 
plasma devem acontecer apos duas horas de incu- 
ba^ao a uma temperatura de 37°C, o que e util 
para distinguir os inibidores de a^ao imediata e os 
inibidores tempo dependentes. O anticoagulante 
lupico e um inibidor tempo dependente. Caso o 
tempo de coagula^ao dos testes (TTPa) nao seja 
corrigido, apos a mistura dos plasmas do 
paciente+plasma normal, fica caracterizada a pre¬ 
sent do anticoagulante lupico. 

A presen^a de AL e consider ada mais especifica 
e preditiva para ocorrencia de trombose quando 
comp ar ada com ensaios do tipo ELISA para anti- 
corpos anticardiolipina, sendo tambem associada 
a perdas fetais. 

No mere ado, existem, a disposi^ao dos lab ora¬ 
torios, paineis para o diagnostico da sindrome an- 
tifosfolipideo, nos quais se incluem testes coagulo- 
metricos, por quimioluminescencia e por ELISA. 
Tais testes podem ser encontrados, por exemplo, 
no site WerfenLife Group Headquarters. 45 

Coagula^ao intravascular disseminada (CIVD) 

A CIVD esta associada a uma serie de patologias, as 
quais podem ser divididas em agudas ou subagu- 
das e cronicas. 2 As patologias agudas e subagudas 
associadas com CIVD sao processos infecciosos 
por bacterias gram-negativas ou gram-positivas, 
viroses (varicela), 2 complicates obstetricas, rom- 
pimento de placenta, septicemia, leucemias, linfo- 
mas, lesao tecidual, queimaduras e infarto do mio- 
cardio. As patologias cronicas associadas a CIVD 
sao tumores solidos, complicates obstetricas, 
morte fetal, aneurisma de aorta, hemangiomas e 
doen$a hepatica avan£ada. 

Uma serie de doen^as pode ocasionar hemor- 
ragias e altera^oes dos exames laboratoriais que 
avaliam a hemostasia e que nao estao associadas 
com CIVD. 2 Um exemplo e a trombocitopenia, 
que pode ser causada por um problema de produ- 
^ao plaquetaria na medula ossea, como conse- 
quencia de uma leucemia, por ativa^ao da plaqueta 
pela celula endotelial, como na purpura tromboci- 
topenica trombotica, ou por destrui^ao imunolo- 
gica. 2 Uma septicemia sem CIVD esta associada a 
varios graus de trombocitopenia, mas, de modo 
geral, uma septicemia com uma contagem de pla- 
quetas abaixo de 50.000 plaquetas/pL esta associada 
a CIVD. 46 

As infec^oes sao causas comuns de CIVD 
aguda. As bacterias gram-negativas estao mais 


comumentemente associadas a septicemia e CIVD 
do que as gram-positivas. Em principio, qualquer 
bacteria gram-negativa e capaz de causar CIVD e, 
entre as gram-positivas, as bacterias que estao asso¬ 
ciadas com CIVD sao as capsuladas, como os 
pneumococos. 2 Os virus tambem podem causar 
CIVD, entre eles o virus da rubeola, varicela e in¬ 
fluenza. 2 A Mycobacterium tuberculosis, infec^oes 
por fungos e malaria podem ser causas de CIVD. 2 

O mecanismo pelo qual as bacterias desenca- 
deiam um quadro de CIVD e devido a libera^ao 
de endo (lipopolissacarideos - LPS) ou exotoxinas 
(leucocidinas, hemolisinas, hialuronidases, coa- 
gulases e fibrinolisinas). 1 Essas toxinas degradam 
componentes teciduais e lesam as celulas endote- 
liais dos vasos sanguineos. A celula endotelial 
torna-se ativada e expressa, em sua superficie, o 
fator de von Willebrand, ao qual a plaqueta se 
adere e torna-se ativada, secretando o conteudo 
de seus corpos densos e granulos alfa, mantendo 
plaqueta ativada. O mastocito secreta o fator ati- 
vador de plaquetas (PAF). Assim, a hemostasia 
primaria se faz presente na resposta inflamatoria. 
A celula endotelial ativada tambem secreta o fator 
tecidual que ativa o fator VII, que ativa o fator X e 
o fator IX; e gerada a trombina, e a cascata da coa- 
gula^ao esta ativada e se torna autocatalftica. A 
finalidade e a formatpao da fibrina a partir da cli- 
vagem do fibrinogenio. O fibrinogenio, ou a rede 
de fibrina formada, funciona como um substrato 
para intera^ao celula a celula e e uma matriz que 
modula a resposta inflamatoria; a essa rede de 
fibrina estao associadas, tambem, as plaquetas 
ativadas. A toxina bacteriana pode ativar tambem 
o fator XII, que inicia a ativa^ao do sistema fibri- 
nolitico, ativa a cascata do complemento, a partir 
da ativa^ao de Cl, e e um mediador da resposta 
inflamatoria, por que aumenta a produ^ao de in- 
terleucina-1 (IL-1), por celulas mononucleares, e 
de interleucina-6 (IL-6) por neutrofilos. O fator XII 
ativado transforma a pre-calicreina em calicreina, 
que libera a bradicinina a partir dos cininogenios 
de alto peso molecular. A calicreina ativa o fator 
XII, tornando a sua ativa^ao autocatalftica, e 
quimiotatica para neutrofilos e monocitos e ativa 
o sistema complemento, especificamente C5. A 
bradicinina causa contra^ao muscular, vasodila- 
ta^ao e dor. O fator XII ativado tambem ativa o 
sistema fibrinolitico, porque a fibrina gerada tern 
de ser clareada. O sistema fibrinolitico tambem e 
ativado a partir dos ativadores teciduais do 
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plasminogenio secretados por celulas endoteliais 
e leucocitos. A gera^ao da plasmina, alem de lisar 
o coagulo e gerar os produtos de degrada^ao da 
fibrina (PDF), os quais sao clareados pelo tecido 
hepatico, ativa o sistema complemento, especifi- 
camente C3. Toda resposta inflamatoria deve fi- 
car restrita ao sitio inflamatorio e nao deve passar 
para uma forma sistemica. Um dos mecanismos 
de controle sao as celulas endoteliais que, no sitio 
inflamatorio, tern a^ao pro-coagulante, mas, fora 
do sitio, mantem o fenotipo fisiologico anticoagu- 
lante. A CIVD caracteriza-se por ser uma mani- 
festa^ao sistemica da hemostasia. O balan^o entre 
a ativa^ao da cascata da coagula$ao e o sistema fi- 
brinolitico e que da a clinica do paciente; se a ati- 
va^ao da cascata da coagula^ao for maior que a do 
sistema fibrinolitico, a caracteristica clinica da 
CIVD e trombotica. Caso a ativa^ao do sistema 
fibrinolitico seja maior que a da cascata da coagu- 
la$ao, a caracteristica clinica e hemorragica. 

A CIVD pode ser classificada em aguda e cro- 
nica, podendo levar a forma^ao de trombos em 
diversos orgaos, com consequente falencia desses 
orgaos, ou hemorragias. Geralmente, na CIVD 
aguda, a hemorragia e a manifestaifao mais fre- 
quente, enquanto na cronica e a forma 9 ao de 
trombos . 1 

A CIVD aguda pode ser causada por infec- 
96 es, leucemias, como a leucemia pro-mielocitica 
aguda, metastases de neoplasias nao hematologi- 
cas, eclampsia, descolamento prematuro de pla¬ 
centa, traumatismos com libera 9 ao de substantia 
ossea, queimaduras e veneno de animais pe 90 - 
nhentos . 1 A CIVD cronica pode ser causada por 
leucemias, tumores solidos, aborto retido, sindro- 
mes mieloproliferativas, hemoglobinuria paroxis- 
tica noturna, artrite reumatoide e doen 9 as infla- 
matorias . 1 A trombose manifesta-se porque a 
ativa 9 ao da cascata da coagula 9 ao e mais intensa 
que a ativa 9 ao do sistema fibrinolitico, enquanto 
na manifesta 9 ao hemorragica a exacerba 9 ao 
maior e do sistema fibrinolitico. 

Na CIVD cuja manifesta 9 ao e trombotica, a 
ativa 9 ao da celula endotelial ocorre de modo siste- 
mico, havendo per da do fenotipo anticoagulante e 
manifesta 9 ao sistemica do fenotipo coagulante. A 
concentra 9 ao do fator tecidual ultrapassa o nivel 
do seu inibidor . 1 Os inibidores da coagula 9 ao nao 
conseguem inibir a forma 9 ao da fibrina porque a 
trombina gerada suplanta-os em quantidade. O 
sistema fibrinolitico nao consegue retirar a fibrina 


formada na microcircula 9 ao, com consequente 
forma 9 ao de trombos em varios orgaos, levando a 
falencia total desses orgaos. Nessa situa 9 ao, a ati- 
va 9 ao do mecanismo da coagula 9 ao e maior que a 
ativa 9 ao do sistema fibrinolitico. 

Na CIVD cuja manifesta 9 ao e a hemorragia, a 
plasmina esta em excesso na corrente circulatoria 
devido a ativa 9 ao intensa do sistema fibrinolitico . 1 
A plasmina impede a forma 9 ao do coagulo de fi¬ 
brina porque ela tern como a 9 ao a quebra da fibri¬ 
na e/ou fibrinogenio, formando produtos de de- 
grada 9 ao do fibrinogenio e/ou fibrina. Alem da 
a 9 ao da plasmina sobre o fibrinogenio e a fibrina, 
ela impede a a 9 ao dos fatores V, VII, VIII, IX, X e 
XIII. Tern a 9 ao, tambem, sobre os inibidores fisio- 
logicos da coagula 9 ao, como a antitrombina e 
proteina C. Nessa situa 9 ao, pode ocorrer trombo- 
citopenia devido a a 9 ao da trombina. 

A indica 9 ao laboratorial de um quadro de 
CIVD e dada pelos seguintes resultados : 1 queda 
do numero de plaquetas e, nesse caso, a presen 9 a 
de esquizocitos (associados ou nao a hemolise) e 
uma indica 9 ao de microcoagulos, aumento do 
TP e TTPa por consumo dos fatores da coagula- 
9 ao, diminuhpao da concentra 9 ao do fibrinoge¬ 
nio, aumento dos produtos de degrada 9 ao do 
fibrinogenio/fibrina (PDF) e presen 9 a do D- 
-dimero. 

O D-dlmero nao pode ser muito valorizado 
caso o paciente tenha trombose venosa profunda 
(TVP), cirurgia recente ou uma cond^ao infla¬ 
matoria. A Tabela 13.2 47 traz um escore para o 
diagnostico laboratorial da CIVD. 





13.2 Escore para 0 








PRESEN9A DE DOEN^A DE BASE 
ASSOCIADA COM A CIVD 

Contagem de plaquetas 


D-dfmero 


TP aumentado 


Concentra^ao do fibrinogenio 


SEM = ZERO 
COM = 2 

> 100.000 = 0 
< 100.000 = 1 
<50.000 =2 

Normal - 0 
Aumento discreto = 2 
Aumentado = 3 

< 3 seg = 0 

> 3 < 6 seg = 1 

> 6 seg = 2 

>100 mg/dL = 0 

< 100 mg/dL= 1 


Fonte: Adaptado de Taylor e colabor adores . 47 
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Caso o escore seja > 5, e compativel com 
CIVD evidente; um escore menor que 5 sugere 
nao ser CIVD, repetir os exames em 1 ou 2 dias. 
As doen^as de base associadas com a CIVD sao 
doen^as infecciosas, doeniyas malignas, complica- 
9 oes obstetricas, doen^a hepatica e trauma ou ci- 
rurgia de grande porte. 


INIBIDORES FISI0L6GIC0S DA 
COAGULA^AO - TROMBOFILIAS 


A coagulai^ao sanguinea, muitas vezes, e vista 
como um processo fisiologico com a finalidade de 
gerar um trombo para cessar uma hemorragia. 
Isso e verdadeiro, mas a hemostasia esta envolvida 
com a regula^ao de outros processos fisiologicos, 
como a resposta inflamatoria. A escala evolutiva 
mostra que nenhum animal consegue sobreviver 
sem o si stem a mononuclear fagocitario (SMF), 
cujas celulas sao filogeneticamente muito primiti- 
vas . 1 O SMF e composto pelos monocitos e seus 
precur sores e pelos macrofagos. Esta intimamente 
relacionado com os granulocitos (eosinofilos, ba- 
sofilos e neutrofilos) e com os linfocitos. O SMF, 
os granulocitos e o sistema imunologico consti- 
tuem uma linha de defesa de nosso organismo. 
Quando um processo inflamatorio agudo se instala 
devido a qualquer lesao, ocorrem altera^oes hemo- 
dinamicas e microvasculares, como alteraqao do 
calibre vascular, vasodilata^ao, aumento do fluxo 
sanguine o e aumento da permeabilidade vascular. 
Essas altera^oes tern a finalidade de formar um ex- 
sudato, um liquido rico em proteinas (complemen- 
to e anticorpos) e celulas (granulocitos, linfocitos e 
monocitos). Outro tipo de celula que tern uma 
participa^ao importante na hemostasia e o masto- 
cito, celula residente em tecido, que se localiza ao 
redor dos vasos sanguineos. Secreta fator ativador 
de plaquetas e histamina, que aumenta a permea¬ 
bilidade vascular e ativa celulas endoteliais. 
Quando a celula endotelial esta ativada, ela secreta 
o fator de von Willebrand dos corpos de Weibel Pa- 
lade e expoe ao sangue circulante o fator tissular. A 
partir desse ponto, ha ativa^ao das hemostasias 
primaria e secundaria. O colageno exposto, apos a 
ativa^ao da celula endotelial, ativa o fator XII. A 
ativa^ao do XII resulta na ativa^ao da cascata do 
complemento, ativa^ao do sistema fibrinolitico, 
aumento da produ^ao de interleucina-l pelos mo- 
nonucleares e de interleucina -6 pelos neutrofilos e 
produ^ao de bradicinina. A resposta inflamatoria 
gera trombina e, consequentemente, fibrina. Pelo 


fato de a cascata da coagula^ao ser autocatalitica, 
e preciso que haja um processo fisiologico que 
pare a resposta hemostatica quando cessa o esti- 
mulo que a originou. A fibrina e gerada em situa- 
9 oes em que ha um estimulo que ative a celula en¬ 
dotelial. Para que a gera^ao de fibrina cesse, tern 
de haver substancias que possam impedi-Ia; tais 
substancias sao conhecidas como inibidores fisio¬ 
logicos da coagula^ao, sem os quais se passa a ter 
uma predisposi^ao a episodios tromboticos, cha- 
mados de estados de hipercoagulabilidade, que 
podem ser primarios ou secundarios. A Figura 
13.25 ilustra os estados de hipercoagulabilidade. 



O estado de hipercoagulabilidade primario 
caracteriza-se por ser de heran^a genetica, e o se- 
cundario, adquirido . 1 O estado de hipercoagula¬ 
bilidade primario apresenta deficiencia nos inibi¬ 
dores fisiologicos da coagula^ao, que e 
caracterizada por muta^oes nos genes que codifi- 
cam esses fatores ou por altera^ao no sistema fi¬ 
brinolitico . 1 O estado de hipercoagulabilidade se- 
cundario e classificado em alto e baixo risco. Sao 
situates ou doen^as que predispoem a episodios 
de trombose. O Quadro 13.2 mostra as situates 
ou doen 9 as que podem predispor a um estado de 
hipercoagulabilidade secundario. 

Os inibidores fisologicos da coagulac^ao sao os 
seguintes: o complexo da proteina S (PS) e da pro - 
teina C (PC), a trombomodulina (TM), a anti- 
trombina (AT), o receptor endotelial da proteina 
C (REPC) e o inibidor da via do fator tissular 
(IVFT). Muta^oes nos inibidores fisiologicos da 
coagula^ao sao herdados e predispoem o portador 
a um risco aumentado de trombose com relaipao a 
popula 9 ao em geral, caracterizando um estado de 
hipercoagulabilidade primario conhecido como 
trombofilia . 1 Deficiencias da PS, PC, AT, muta- 
96 es no gene da protrombina (que causam o au¬ 
mento da concentra 9 ao da protrombina), hiper- 
-homocisteinemia, disfibrinogenemias e o fator V 
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QUADRO 13.2 Situagoes ou doengas que 
predispoem a um estado de hipercoagulabilidade 
secundario 


Alto risco 

■ Imobilizagao prolongada 

■ Infarto do miocardio 

■ Miocardiopatia 

■ Fraturas, queimaduras 

■ Cirurgias 

■ Falencia cardfaca 

■ Valvas cardiacas 

■ Coagulagao intravascular disseminada 

■ Purpura trombocitopenica trombotica 

Baixo risco 

■ Fibrilagao arterial 

■ Miocardiopatia 

■ Sindrome nefrotica 

■ Gestagao tardia 

■ Anticoncepcionais orais 

■ Hiperlipidemia 

■ Anticoagulante lupico 

■ Anemia falciforme 

■ Tabagismo 

■ Trombocitose 

Fonte: Silva e colaboradores . 1 

de Leiden (fator V resistente a agao da PS e PC) 
sao as causas de trombofilias. 

:: TROMBOFILIAS 
Proteina C 

A proteina C (PC) foi descrita por Stenflo (1976) a 
partir de estudos de fatores dependentes de vita- 
mina K em plasma bovino. 1 A deficiencia da PC 
foi descrita pela primeira vez em 1981 48 A PC e 
uma glicoproteina de sintese hepatica, dependen- 
te de vitamina K, sintetizada a partir do gene loca- 
lizado no cromossomo 2ql4-21, com 9 exons e 8 
mtrons e uma vida media de cerca de 8 a 10 horas. 1 
A PC adquire atividade de serinoprotease por agao 
da trombina em presenga da trombomodulina, um 
receptor da trombina que se expressa na membra- 
na citoplasmatica das celulas endoteliais. A PC e 
ativada quando ocorre formagao de trombina e 
exposigao de trombomodulina na superficie das 
celulas endoteliais, que recobrem a luz dos vasos 
sangumeos; e ativada, portanto, pelo complexo 
trombina-trombomodulina. A ativagao da PC 
compreende uma clivagem entre os aminoacidos 
arginina-167 e isoleucina-170, pela trombina, e e 
dependente de calcio; a trombomodulina acelera a 
agao da trombina sobre a PC. 1 A PC ativada forma 


um complexo com a PS, a qual e seu cofator; o 
complexo PC-PS inativa os fatores V e VIII ativa- 
dos. 1 A inativagao dos fatores V e VIII ativados 
ocorre porque o complexo PC-PS exerce uma agao 
proteolitica (clivagem) no fator V ativado, entre o 
aminoacido arginina-506 e arginina-306. 1 A agao 
proteolitica no fator VIII ativado ocorre com a cli¬ 
vagem entre os aminoacidos arginina-562 e 362. 1 
Os inibidores do complexo PC-PS sao o inibidor 
da PC, tambem conhecido como inibidor do ati- 
vador do plasminogenio, a a-l-antitripsina e a a-2- 
-macroglobulina. 

Mais de cem mutagoes ja foram descritas no 
gene da PC, sendo todas associadas com episodios 
de trombose e classificadas em mutagoes do tipo I 
e do tipo II. As mutagoes do tipo I caracterizam-se 
por apresentarem deficiencia tanto na atividade 
como na antigenicidade; 1 - 2 as do tipo II apresen- 
tam deficiencia na atividade com antigenicidade 
normal. 1 - 2 

Os heterozigotos para a PC apresentam he- 
ranga autossomica dominante, e as formas mais 
graves apresentam heranga autossomica recessi- 
va. 2 A incidencia da deficiencia da proteina C, no 
estado heterozigoto, ocorre em 0,2 a 0,4% das pes- 
soas. 49 - 50 Em 70% dos pacientes, o episodio inicial 
de trombose ocorre espontaneamente, e em 30%, 
esta associado com algum fator de risco, como 
gestagao, parto, uso de anticoncepcionais orais, 
cirurgias ou traumas. 2 Geralmente, os episodios 
tromboticos se manifestam apos os 50 anos. 2 O 
risco de um afetado fazer um quadro de trombose 
e de 3 a 7 vezes maior que a populagao normal. 1 

Existe uma sindrome chamada de necrose 
cutanea induzida pela varfarina, que ocorre em 
pessoas com deficiencia de proteina C que iniciam 
o tratamento com a varfarina. 2 - 51 Quando a varfa¬ 
rina e administrada, ocorre a inibigao da PC e do 
fator VII, ambos sao dependentes de vitamina K. A 
diminuigao da atividade anticoagulante da PC cai 
para mais de 50% no primeiro dia da administra- 
gao da varfarina, 2 enquanto a inibigao do fator VII 
se da de um modo bastante lento. 2 Se o paciente 
esta tomando anticoagulante oral com a finalidade 
de inibir a formagao de trombos, a redugao drastica 
da PC (em pacientes deficientes dela) leva o pacien¬ 
te a um estado de hipercoagulabilidade transito- 
rio. 2 As lesoes da pele ocorrem nas extremidades, 
nos seios, no tronco e no penis, 2 e a biopsia dessas 
lesoes demonstra a presenga de trombos de fibrina 
nos vasos cutaneos e hemorragia. 2 
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Os homozigotos para a deficiencia da PC po- 
dem apresentar uma doenifa chamada de purpura 
neonatal fulminante, 1 que, laboratorialmente, 
evidencia um quadro de coagula^ao intravascular 
disseminada associada a um nivel antigenico me- 
nor que 1% do normal. 2 

A PC pode ser dosada por metodo cromoge- 
nico, coagulometrico e por ELISA. A melhor ma- 
neira de diagnosticar a deficiencia da PC e pelo 
metodo coagulometrico. 52 Esse metodo usa o 
TTPa adicionado de plasma deficiente de PC e 
um ativador da PC (veneno da agkistrodon con- 
tortrix contortrix). Quando se mistura o plasma 
do paciente com o plasma deficiente em PC, a ini- 
bi^ao da forma^ao do coagulo e exclusiva da con- 
centra^ao de PC do plasma do paciente. Se a con- 
centra^ao de PC e normal, a format ao do coagulo 
e longa (acima de 100 segundos), 53 porque a PC 
esta inibindo a aij-ao anticoagulante dos fatores V 
e VIII. Se o plasma do paciente e deficiente de PC, 
o tempo de forma^ao do coagulo e curto (proxi¬ 
mo a 30 segundos), porque nao ha inibi^ao dos 
fatores V e VIII. 53 

Como a proteina C e dependente da vitamina K, 
a dosagem nao pode ser feita na vigencia de anti¬ 
coagulante oral. Caso o paciente esteja em terapia 
anticoagulante (anticoagulante oral), e recomen- 
dado que o exame seja feito apos 30 dias da sus¬ 
pensao do anticoagulante. 54 Outros autores des- 
crevem que a dosagem da PC pode ser feita apos 
duas semanas da suspensao do anticoagulante 
oral. 12 A deficiencia da proteina C nao altera o TP 
e o TTPa. 

Pacientes com doen^a hepatica, processos in- 
fecciosos, coagula^ao intravascular disseminada 
ou fazendo uso de metotrexate ou ciclofosfamida 
podem apresentar deficiencia adquirida da PC. 

Proteina S 

A proteina S foi purificada no plasma por DiSci- 
pio, que a chamou de proteina S em homenagem a 
cidade de Seattle. 1 A PS e dependente de vitamina 
Kee sintetizadano figado, no rim, nostesticulos, 
nos megacariocitos e nas celulas endoteliais. 1 O 
gene que codifica a PS esta localizado no cromos- 
somo 3 pll.1-11.2, content 15 exons e 14 introns. 1 
A PS e um cofator para a PC, potencializando a 
inativa^ao dos fatores V e VIII ao aumentar a afi- 
nidade da PC por esses fatores; a regula^ao da ina- 
tiva^ao da PS da-se por meio do complemento 
(C4) e da trombina. 1 Em media, nos pacientes 


deficientes de PS, o primeiro episodio trombotico 
ocorre aos 28 anos, com uma variacpao entre 15 e 
68 anos, e 56% dos episodios ocorrem de modo 
espontaneo. 2 

Cerca de 60% da proteina S circula no plasma 
complexado ao sistema complemento (C4 -binding 
protein), 40% circulam de modo livre; 2 ’ 11 a ultima 
tern atividade de cofator da proteina C. 1 Mais de 
cem muta^oes ja foram descritas na molecula da 
PS e estao associadas a trombose. 1 A deficiencia 
da PS e classificada em tres tipos; I, II e III. 2 No 
tipo I, a deficiencia esta associada a redu^ao de 
50% no nivel antigenico da proteina S total, a re- 
du^ao no nivel antigenico da proteina S livre e a 
diminui^ao da atividade funcional em torno de 
40%. 2 Na deficiencia do tipo II, a atividade funcio¬ 
nal esta diminuida, mas o nivel antigenico tanto 
da PS complexada como da livre sao normais. 2 A 
deficiencia do tipo III esta associada a diminui$ao 
da atividade funcional e do nivel antigenico da PS 
livre, com nivel antigenico da complexada nor¬ 
mal. 2 Os heterozigotos para a deficiencia da PS 
tern uma heran<;a autossomica dominante, e as 
formas mais graves de deficiencia sao autossomi- 
cas recessivas. 2 

Deficiencias adquiridas da PS estao descritas 
durante a gesta^ao e na vigencia de anticoncepcio- 
nais orais. 1 

Como a proteina S e dependente de vitamina K, 
as mesmas recomenda^oes feitas para a proteina C 
em rela^ao a suspensao do anticoagulante oral de- 
vem ser seguidas. 

Antitrombina 

A antitrombina (AT) e uma glicoproteina sintetiza¬ 
da no tecido hepatico e pelas celulas endoteliais, cujo 
gene esta localizado no cromossomo 1 (lq23-25). 1 
Tern como fun^ao fisiologica a inib^ao do fator X 
ativado, da trombina e dos fatores Xlla, XIa e 
IXa. 1 Tern a sua a^ao potencializada pela a^ao da 
heparina, muitas vezes sendo referida como um 
cofator da heparina. 1 

A primeira descri^ao familiar da deficiencia 
de AT foi feita em 1965 e predispoe os pacientes a 
um risco duas vezes maior que a popula^ao em 
geral a desenvolverem episodios de trombose. 1 A 
deficiencia de AT e uma heran^a autossomica 
dominante, sendo classificada em muta 9 oes do 
tipo I e tipo II. 1 - 2 A primeira refere-se a uma di- 
minui^ao quantitativa (antigenic a), e a segunda a 
uma diminui^ao da atividade funcional da mole¬ 
cula, mas com nivel antigenico normal. Cerca de 
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40% das muta 9 oes e do tipo II, e 40% dos pacien- 
tes com deficiencia de AT apresentam episodios 
espontaneos de trombose. 12 Em 60% dos casos, o 
episodio de trombose esta relacionado com ges- 
ta^ao, parto, anticoncepcionais orais, cirurgias e 
traumatismos. 1 - 2 Os episodios tromboticos de 
recorrencia ocorrem em 60% dos afetados e 40% 
deles apresentam sinais clinicos de embolismo 
pulmonar. 2 

Esta descrita a deficiencia adquirida de AT, a 
qual ocorre na coagula^ao intravascular dissemi- 
nada, doen 9 a hepatica, sindrome nefrotica e pre- 
- eclampsia e em pacientes em uso de anticoncep- 
cional oral. 1 

A atividade funcional da AT pode ser avaliada 
por metodos coagulometricos 55 ou cromogeni- 
cos, 53 e o nlvel antigenico pode ser medido por 
ELISA, 53 imunoeletroforese 53 e nefelometria. 53 Na 
deficiencia da antitrombina, o TP e o TTPa sao 
normals. 

Trombomodulina 

O gene que sintetiza a trombomodulina (TM) esta 
localizado no cromossomo 20. 1 A TM e uma pro- 
teina transmembrana que se expressa na superfi- 
cie das celulas endoteliais e tern a fun^ao de cofa- 
tor para a a^ao da trombina na ativa^ao da 
proteina C. A trombina somente ativa a PC se esti- 
ver ligada a TM, portanto essa ultima faz com que 
a trombina passe a ter uma fun^ao anticoagulan- 
te. 1 Quando ligada a TM, a trombina nao exerce 
a 9 ao sobre o fibrinogenio e nem ativa fatores da 
coagula 9 ao. 1 

Deficiencias hereditarias da TM estao asso- 
ciadas ao risco aumentado para trombose e foram 
descritas muta 9 oes no gene da TM em familias 
com trombose. 1 A expressao da TM e modulada 
por endotoxinas e citocinas inflamatorias; neu- 
trofilos ativados inibem a expressao da TM. 1 

Receptor endotelial da proteina C 

O receptor endotelial da PC (EPCR, do ingles en¬ 
dothelial protein c receptor ) e uma glicoproteina 
cujo gene esta localizado no cromossomo 20 
(20qll.2). 1 O EPCR esta localizado predominante- 
mente em vasos de grande calibre, enquanto a TM 
predomina na microcircuba^ao. 1 A a 9 ao do EPCR 
e a de aumentar significativamente a ativa 9 ao da 
PC pelo complexo trombina-trombomodulina. 

Inibidor da via do fator tissular 

E sintetizado pelas celulas endoteliais, o seu gene 
esta localizado no cromossomo 2 e e uma 


glicoproteina com 276 aminoacidos. 1 E encontra- 
do em associa 9 ao com as plaquetas e com lipopro- 
teinas plasmaticas, mas sua maior concentra 9 ao esta 
na superficie das celulas endoteliais. 1 Sua fun 9 ao fl- 
siologica e a inib^ao do complexo fator VII-TF e do 
fator X ativado: somente inibe o complexo VII-TF 
quando ligado ao Xa. 1 O TFPI tern sua concentra- 
9 ao aumentada em 2 a 10 vezes na circuIa 9 ao, apos 
a administra 9 ao de heparina. 1 

Muta0es no gene da protrombina 

Descrita em 1996, por Poort e colaboradores, 56 e 
chamada de muta 9 ao 20.210G/A pelo fato de a 
muta 9 ao pontual ocorrer na posi 9 ao 20.210 no 
gene da protrombina, trocando guanina por ade- 
nina. 1 Essa muta 9 ao leva ao aumento na concen- 
tra 9 ao de protrombina. 1 A prevalencia de porta- 
dores na popula 9 ao em geral e de cerca de 1 a 4%, 
mas ha varia 9 &o conforme a distribu^ao geogra- 
fica. 1 Essa muta 9 ao predispoe o portador a um 
risco aumentado de trombose 2,8 vezes maior que a 
popula 9 ao em geral 2 e pode ser identificada por 
biologia molecular utilizando a tecnica de PCR. 2 - 56 
A concentra 9 ao da protrombina nao pode ser uti- 
lizada como um teste de screening porque a con- 
centra 9 ao da molecula da protrombina varia mui- 
to na popula 9 ao normal. 2 - 56 ’ 57 

Hiper-homocisteinemia 

A vitamina B 12 , apos ser absorvida, e transportada e 
reduzida a metilcobalamina, a qual e um cofator es- 
sencial para a enzima 5-metiltetra-hidrofolato-ho- 
mocisteina metiltransferase. Essa enzima converte 
o acido N-5-metiltetra-hidrof61ico (principal forma 
do acido folico no plasma) para tetra-hidrofolato, 
que e requerido para a conversao da deoxiuridina 
monofosfato para deoxitimidina monofosfato, a 
qual e um precursor da timina na sintese do DNA. 1 
A sintese do tetra-hidrofolato requer a participa 9 ao 
do aminoacido metionina que, nesse processo, gera 
a homocistema, a qual, na presen 9 a da enzima cista- 
tionina-(5-sintetase (CBS) e da metileno-tetra-hidro- 
folato redutase (MTHFR), forma a cisteina. 1 A defi¬ 
ciencia de CBS e MTHFR caracteriza um aumento 
plasmatico da homocistema (hiper-homocisteine¬ 
mia). 1 McCully, em 1969, foi o primeiro a associar a 
hiper-homocisteinemia com aterosclerose; em 1976, 
Wilcken e colaboradores correlacionaram niveis 
moderados de homocistema com doen 9 a arterial co- 
ronariana. 1 A homocisteinemia grave esta associada 
a aterosclerose prematura e trombose arterial; 2 a 
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hiper-homocisteinemia leve ou moderada e um 
fator de risco para aterosclerose e trombose. 2 

O mecanismo pelo qual a hiper-homocistei¬ 
nemia atua como aterogenica ou como um fator 
de risco trombogenico nao esta totalmente eluci- 
dado, mas in vitro ela induz a celula endotelial a 
expressar fator tissular. Isso desencadeia a cascata 
da coagula^ao, 2 inibindo a expressao de heparan 
sulfato, 2 a libera^ao de oxido nitrico e prostacicli- 
na, 2 os ativadores teciduais do plasm inogenio 2 e a 
expressao da trombomodulina. 2 

Nutri^ao, idade, diabetes, hipotireoidismo, 
doen^as renais, alem das deficiencias geneticas de 
CBS e MTHFR contribuem para a hiper-homocis¬ 
teinemia e predispoem o paciente a um risco 
maior de trombose arterial e venosa. 1 A incidencia 
de trombose na deficiencia genetica e de 1 a cada 
250.000 pessoas na forma homozigota ela cada 
70 pessoas na heterozigota. 1 

A homocisteina pode ser dosada por ELISA. 53 

Concentra^ao elevada de fibrinogenio 

O aumento da concentrate de fibrinogenio pode 
ser observado em diversos processos inflamato- 
rios (proteina de fase aguda) e durante a gesta^ao 
e e um fator de risco para episodios tromboticos e 
aterosclerose. Fatores como alcool, estresse e taba- 
gismo aumentam a concentra^ao de fibrinogenio. 

Fator V de Leiden 

A muta^ao que leva a resistencia do fator V a a^ao 
do complexo PC-PS (fator V de Leiden) tambem e 
chamada de FV Q 506 . Essa muta 9 ao foi descrita 
por Dahlblack e colab or adores 58 e recebeu o nome 
de fator V de Leiden em homenagem a cidade ho- 
landesa onde foi descoberta. 1 A prevalencia dessa 
muta<to chega a 4% da popula^ao; entre os pa- 
cientes com trombose venosa, a prevalencia pode 
chegar a 20%. 1 

O fator V e uma glicoproteina cujo gene esta 
localizado no cromossomo 1 e possui 25 exons e 
24 introns. Cerca de 20% do fator V plasmatico 
sao produzidos pelos granulos alfa das plaquetas. 
Seu ativador primario e a trombina, podendo ser 
ativado pelo fator X ativado. A ativa^ao do fator V 
significa clivagens nos residuos de aminoacidos 
naposi^ao 709,1018 e 1545. 

A proteina C e uma protease-chave na regula- 
9 ao da coagula^ao e esta presente na circula^ao 
como precursora inativa, sendo ativada rapida- 
mente quando entra em contato com a trombina 
ligada ao receptor da trombomodulina nas celulas 


endoteliais. O complexo PC-PS inativa dois cofato- 
res da cascata da coagula^ao, o fator VIII e o fator 
V. O complexo PC-PS cliva a molecula do fator V 
nos residuos de posi^ao 306 e 506. Muta 9 oes na 
molecula do fator V, especificamente no aminoa- 
cido arginina (posi^ao 506), conferem a resisten¬ 
cia ao complexo PC-PS, que e a muta^ao conheci- 
da como fator V de Leiden e que predispoe a um 
estado de hipercoagulabilidade. 1 

Em estado heterozigoto, aumenta cerca de 
oito vezes a probabilidade de trombose e, como 
homozigoto, o risco fica aproximadamente cem 
vezes na popula^ao em geral. 1 A resistencia a pro¬ 
teina C ativada (RPCA) e um fator predisponente 
ao tromboembolismo venoso e, excepcionalmente, 
ao arterial. 1 A causa mais comum para trombose 
venosa hereditaria e a presen^a de fator V resis- 
tente a a^ao proteolitica da proteina C ativada. A 
resistencia a proteina C ativada e encontrada em 
15 a 30% dos pacientes com trombose venosa pro¬ 
funda e em cerca de 50% dos pacientes com trom- 
bofilia familiar. 1 A maioria dos individuos (cerca 
de 95%) que apresenta RPCA e portadora da mu- 
ta 9 ao Q 506 do gene do fator V. 1 Muitos individuos 
que apresentam a muta 9 ao do fator V de Leiden 
nao mostram sinais de trombose, exceto quando 
expostos a fatores adicionais, como o uso de anti- 
concepcional oral, gravidez ou cirurgia. 1 

A resistencia a proteina C ativada pode ser 
medida por metodo coagulometrico (usando 
como base o TTPa), 53 que, quando realizado em 
cond^oes tecnicas apropriadas, pode classificar 
corretamente quase 100% dos pacientes. 1 E um 
teste especifico e sensivel quando comp arado com 
a biologia molecular. 59 As muta 9 oes do fator V de 
Leiden tambem podem ser avaliadas por biologia 
molecular, pela tecnica de PCR. 53 

Nfvel elevado de fator VIII 

Niveis elevados de fator VIII geralmente sao ob- 
servados em associa 9 ao com aumento da idade e 
da massa corporal, gesta 9 ao, cirurgia, inflama 9 ao 
cronica, doen 9 a hepatica, hipertiroidismo, diabe¬ 
tes melito e exercicios. 60 O grupo sanguineo ABO 
exerce um efeito sob re a concentra 9 ao do fator 
VIII e do fator de von Willebrand. Pessoas que 
nao sao do grupo sanguineo “O” tern concentra- 
9 oes significativamente maiores desses fatores que 
os individuos do grupo “O”. 61 Os sintomas clini- 
cos sao semelhantes aos pacientes com trombofi- 
lia por outras causas. 12 Ha uma correla 9 ao entre o 
risco de tromboembolismo venoso e o aumento da 
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concentragao do fator VIII. Indmduos com con- 
centragao de fator VIII entre 100 a 125% do nor¬ 
mal tern uma possibilidade 2,3 vezes maior que a 
populagao em geral de ter um episodio tromboti- 
co. 62 Individuos com uma concentragao de fator 
VIII de 150% ou mais do normal tern uma possi¬ 
bilidade 4,8 vezes maior que a populagao em geral 
de ter um episodio trombotico. 62 

A atividade do fator VIII pode ser medida pela 
dosagem do fator VIII, utilizando um plasma de- 
pletado de fator VIII e um plasma de referenda 
normal. 12 A dosagem de atividade do fator VIII 
nao deve ser feita logo apos o episodio trombotico 
e nem na vigencia de reagoes de fase aguda; e su- 
gerido que a dosagem da atividade do fator VIII 
seja feita em dois momentos. 12 

Agao dos inibidores fisiologicos da 
coagulagao sobre a cascata da coagulagao 

A TM se express a na superficie das celulas endo- 
teliais quando a trombina e gerada, e as duas for- 
mam um complexo que ativa a PC, que, unida a 


PS, inativa tanto o fator Va como o Villa. O re¬ 
ceptor endotelial para a PC aumenta significati- 
vamente a afinidade do complexo TM-trombina 
pela PC. A AT inativa os fatores IXa, Xa, XIa, 
Xlla e a trombina. O TFPI inibe o complexo fator 
VII-TF e o Xa. Desse modo, o organismo faz com 
que a geragao de um trombo (atividade pro-coa¬ 
gulant e) fique restrita ao local da lesao e perdure 
ate que a lesao vascular esteja recomposta. Quan¬ 
do esses fatores estao deficientes, trombos podem 
ser gerados, com um consequente quadro de 
trombose arterial ou venosa. A Figura 13.26 
mostra a agao dos inibidores fisiologicos sobre a 
cascata da coagulagao. 


TROMBOSE 


A format ao patologica de trombo recebe a deno- 
minagao de trombose. A integridade dos vasos 
sanguineos, relacionada com o tonus vascular, a 
estrutura das celulas endoteliais, a velocidade e as 
altera^oes do fluxo sanguineo, as plaquetas, os fa- 
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FIGURA 13.26 Agao dos inibidores fisiologicos da coagulagao sobre a cascata da coagulagao. 


Fonte: Adaptada de Siva e Hashimoto . 55 












































Fase pos-analitica: hemostasia secundaria 377 


tores da coagula^ao, os inibidores fisiologicos da 
coagula^ao e o sistema fibrinolitico sao primor- 
diais para uma hemostasia normal. Quando qual- 
quer um, ou a combina^ao de mais de um, altera-se, 
a predisposi^ao para episodios tromboticos au- 
menta. A trombose pode ocorrer tanto em arterias 
quanto em veias, sendo denominada de trombose 
arterial ou venosa. Tem como fator complicador a 
embolia, considerada uma das mais importantes 
causas de morte atualmente. A trombocitose e a 
ativa^ao plaquetaria, o aumento da concentra^ao 
dos fatores da coagula^ao (especificamente fatores 
VII, VIII, IX, XI e fibrinogenio), o fator V de Lei¬ 
den, a deficiencia dos inibidores fisiologicos da 
coagula^ao e as altera^oes do sistema fibrinoliti¬ 
co estao associados com risco aumentado de 
trombose. 1 De modo geral, pode-se dizer que a 
trombose ocorre por altera^ao do fluxo sangui- 
neo, por lesao vascular e pelos estados de hiper- 
coagulabilidade. 

Os trombos podem-se desenvolver em qual- 
quer local do sistema cardiovascular, no interior 
das camaras cardiacas, nas cuspides valvares, em 
arterias, veias ou capilares. Sao de tamanho e for¬ 
ma variaveis, de acordo com o local de origem e as 
circunstancias que levaram ao seu desenvolvi- 
mento. Os trombos arteriais ou cardiacos geral- 
mente come^am em um local de lesao endotelial 
ou turbulencia. Ja os trombos venosos ocorrem, 
normalmente, em areas de estase. 

A trombose venosa quase sempre e oclusiva; 
muitas vezes, o trombo cria um molde ao longo da 
luz do vaso, sendo mais comum em veias profun- 
das dos membros inferiores (90% dos casos), ein¬ 
born tambem possa ocorrer em veias superficial. 1 
Os trombos superficiais ocorrem no sistema safe- 
na, podem causar congestao local, tumefa^ao, dor 
e hipersensibilidade ao longo do trajeto do vaso 
envolvido e raramente embolizam. 1 A trombose 
venosa profunda (TVP) esta associada aos estados 
de hipercoagulabilidade. Uma das principals con- 
sequencias da TVP e o tromboembolismo. 1 A do- 
en^a trombo embolica venosa (TEV) e causa im- 
portante de morbidade e mortalidade. E um 
problema grave associado a mais de 250 mil inter- 
na^oes hospitalares por ano e aproximadamente 
50 mil obitos. 1 A Figura 13.27 ilustra as causas de 
trombose. 

As altera^oes do fluxo sanguineo podem ser 
causadas tanto por trombose arterial quanto por 
venosa. A primeira caracteriza-se por aumento do 



Fonte: Adaptada de Silva e colaboradores . 1 


fluxo em termos de velocidade, e a segunda, pela 
estase sanguinea. A trombose arterial (por au¬ 
mento da velocidade do fluxo sanguineo) caracte- 
riza-se por ativar a celula endotelial da luz do vaso 
com expressao do fator de von Willebrand, o qual 
adere as plaquetas ao endotelio. As plaquetas ati- 
vadas promovem a agrega^ao de novas plaquetas, 
aumentando progressivamente o tamanho do 
trombo, que e rico em plaquetas, tem pouca fibrina, 
poucos eritrocitos e leucocitos e recebe a denomi- 
na^ao de trombo branco. 1 Esse tipo de trombose 
arterial pode ocorrer por hipertensao, turbulencias 
no fluxo sanguineo em pontos de placas de atero- 
ma e em situates de hiperviscosidade (leucemia 
mieloide cronica, policitemia vera, mieloma mul- 
tiplo e macroglobulinemia de Waldestrom). 1 A 
principal consequencia da evolu^ao do trombo e a 
obstru^ao parcial ou completa da luz do vaso (va- 
soclusao), com consequente isquemia, infarto te- 
cidual e embolia. Situates de estase sanguinea, 
como compressao vascular extrinseca causada 
por tumor, pacientes acamados por tempo longo 
(p. ex., pos-operatorio), aumento de fatores pro- 
-coagulantes e per da de tonus vascular, levam a 
ativa^ao dos fatores da coagula$ao e a trombose 
venosa. Esse trombo e denominado de trombo 
vermelho por ser rico em fibrina com a reten^ao 
de grande quantidade de eritrocitos. A forma^ao 
do trombo vermelho leva a vasoclusao, e a conse¬ 
quencia mais seria e a embolia. 

A lesao vascular pode levar tanto a trombose 
arterial quanto a venosa. Rompimento de placa de 
ateroma, hiper-homocisteinemia e formai^ao de 
aneurismas sao situa$6es que expoem o 
subendotelio e o fator de von Willebrand com con¬ 
sequente adesao e agrega^ao plaquetarias. A estabi- 
liza^ao do trombo plaquetario da-se pela forma- 
^ao de fibrina, tanto pela ativa^ao da fase contato 
quanto pela exposi^ao de fosfolipideos, ativando o 
fator VII e, consequentemente, a cascata da coa- 
gulaipao. A situa^ao descrita ocasiona a trombose 
arterial. A trombose venosa, na lesao vascular, 













378 Hematologia iaboratorial: teoria e procedimentos 


apresenta um vaso sangulneo histologicamente 
normal, e fatores extrlnsecos ao vaso, como a re- 
dutpao do tonus venoso durante a gesta^ao e o uso 
de anticoncepcionais orais, e que predispoem a 
trombose venosa por ativa^ao dos fatores da coa- 
gula^ao, principalmente pela libera^ao de fator 
tecidual. 

A trombose venosa profunda (TVP) esta asso- 
ciada com os estados de hipercoagulabilidade, e 
uma das principals consequencias da TVP e o 
tromboembolismo. 

:: EMBOLIA PULMONAR 

A embolia pulmonar (EP) caracteriza-se por 
trombos que bloqueiam os vasos pulmonares. 
Com maior frequencia, e causada por trombos ve- 
nosos originados de trombose de membros infe- 
riores e da pelvis. 1 0 tromboembolismo pulmonar 
(TEP) ocorre em cerca de 50% dos pacientes com 
trombose venosa profunda (TVP) e geralmente e 
assintomatico. 1 Os sintomas do TEP sao tosse de 
inicio subito, podendo originar secre^o sangui- 
nolenta, dor toracica, aumento da frequencia res- 
piratoria e taquicardia. 

Um coagulo (ou parte dele) formado em uma 
veia de um membro inferior pode se desprender 
de seu local de origem e ganhar o fluxo sangui¬ 
neo. Ele saira da veia original e subira progressi- 
vamente ate atingir a veia cava inferior. Seguira, 
entao, por dentro do cora^ao, pelo atrio direito e 
ventrlculo direito. Dal passara ao tronco da arte- 
ria pulmonar direita ou esquerda e a seus ramos 
progressivamente menos calibrosos. Quando 
atingir um ramo mais estreito que seu tamanho, 
o coagulo ira parar e interromper a circula<jao 


local, o que caracteriza o quadro cllnico de em¬ 
bolia pulmonar. Os embolos podem ser coagulos 
sangulneos, bolhas de gas ou gordura, entre ou- 
tras possibilidades. O termo embolia pulmonar 
e usado quase como sinonimo de embolia por 
coagulo, ja que e a situa^ao mais comum. A Fi- 
gura 13.28 mostra o caminho que o coagulo faz, 
pelo interior do cora^ao, ate atingir a arteria 
pulmonar. 


Veia cava 



FIGURA 13.28 Caminho que o coagulo faz, pelo 
interior do coragao, ate atingir a arteria pulmonar. 


A dosagem do D-dlmero e util para excluir o 
diagnostico de TVP e TEP, e um resultado negati- 
vo exclui o diagnostico. 63 * 64 Um resultado positivo 
de D-dlmero nao ajuda no diagnostico porque ele 
nao e especlfico para TEP e TVP. 3 A Figura 13.29 



Scanning pulmonar por ventilagao (V); perfusao (Q); ultrassonografia (US), 
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traz um esquema para monitorar a suspeita de 
embolia pulmonar. 

Com o uso de anticorpos monoclonais, o D- 
-dimero pode ser dosado diretamente no sangue 
total, 1 pode ser medido por aglutina^ao de latex 53 
e por ELISA. 53 

:: CONTROLE DA TERAPIA 
ANTITROM BdTICA 

A anticoagula^ao pode ser obtida de tres manei- 
ras: com as heparinas de alto peso molecular 
(H APM), ou heparinas nao fracionadas, as hepari¬ 
nas de baixo peso molecular (HBPM), pelo uso de 
anticoagulantes orais, e os agentes fibrinoliticos. 
Os agentes antiagregantes foram discutidos no to- 
pico referente a curva de agrega^ao plaquetaria. 

A HAPM e composta de glicosaminoglicans 
com peso molecular que varia entre 5.000 a 30.000 
daltons. 1 Tem uma at^ao sobre a antitrombina, 
potencializando sua a^ao sobre a trombina. 1 O 
monitoramento da HAPM deve ser feito preferen- 
cialmente pelo TTPa. 2 Contudo, pacientes com 
lupus eritematoso sistemico ou SAF geralmente 
demonstram TTPa elevados devido a alta concen- 
tra 9 ao de fosfolipideos e devem ser monitorados 
por meio de ensaios com heparina, como o fator 
anti-Xa. Na terapia com heparina nao fracionada, 
ou HAPM, os valores de referenda para o fator 
anti-Xa variam de 0,3 a 0,7 UI/mL. A dose tera- 
peutica da HAPM deve ser baseada em nomogra- 
mas que levam em considera^ao o peso do paciente, 
e a dose e dada em quantidade de heparina (uni- 
dadesj/peso/hora. 1 Seis horas apos a infusao ini- 
cial, deve ser feito um TTPa; se o resultado do 
TTPa for de 1,5 a 2,3 vezes o valor do controle 
normal, a anticoagula^ao esta atingida. 65 - 66 O 
TTPa basal (TTPa antes do inicio da infusao) deve 
ser realizado porque o valor do TTPa (popula^ao 
normal) varia bastante em fun^ao principalmente 
da concentra^ao do fator VIII. 

Atualmente, as HBPMs sao preferidas com re- 
la 9 ao as HAPMs porque apresentam maior efica- 
cia na preven 9 ao do tromboembolismo venoso e 
menor frequencia de complica 9 oes hemorragicas, 
dispensam o controle laboratorial constante (o TP 
e o TTPa nao podem ser utilizados para o controle 
das HBPMs), o risco de trombocitopenia induzida 
pela heparina e menor, e a meia-vida plasmatica e 
maior. 3 Devido ao baixo peso molecular, as 
HBPMs nao conseguem complexar-se com a anti¬ 
trombina; a anticoagula 9 ao e conseguida pela ini- 


bi 9 ao do fator Xa. Assim, o teste de escolha para o 
monitoramento laboratorial deve ser a dosagem 
do fator anti-Xa, o qual possui valores de referen¬ 
da para a terapia com HBPM que variam de 0,5 a 
1,0 UI/mL. 

A dosagem do fator anti-Xa tem por objetivo 
auxiliar no monitoramento da terapeutica com 
heparina de baixo peso molecular e heparina nao 
fracionada, especialmente em pacientes com 
trombose e que possuam caracteristicas que inter- 
ferem na farmacocinetica da heparina, como in- 
suficiencia renal, obesidade, magreza acentuada, 
neoplasias, mulheres no terceiro trimestre de ges- 
ta 9 ao, assim como pacientes pediatricos, idosos, 
tratados e que possuam manifesta 9 oes hemorra¬ 
gicas, com LES ou com SAF. 

Na heparinoterapia, tanto com as HAPMs 
quanto com as HBPMs, e recomendado que seja 
feita a contagem de plaquetas antes do inicio do 
tratamento e durante o tratamento, para moni¬ 
torar o numero de plaquetas e prevenir a trom¬ 
bocitopenia induzida pela heparina (TIH), 1 des- 
crita no topico sobre purpuras trombocitopenicas 
adquiridas. 

Os anticoagulantes orais devem ser monitora¬ 
dos pelo TP conforme esta descrito no topico 
Tempo de protrombina, valido para as varfarinas. 
Os novos anticoagulantes orais dispensam o con¬ 
trole laboratorial. A Figura 13.30 mostra a a 9 §.o 
desses novos anticoagulantes orais. 



O dabigatran e um anticoagulante oral inibi- 
dor da trombina. Seu pico de a 9 ao ocorre entre 1 a 
2 horas apos a administra 9 ao via oral; 12 tem uma 
meia-vida de aproximadamente 12 horas. Nao re- 
quer cofator e inibe, de modo reversivel, o sitio 
ativo da trombina. 67 Nao interfere com os medica¬ 
ment© s que sao metabolizados pelo sistema enzi- 
matico do citocromo P450 e produz uma resposta 
anticoagulante que nao necessita de monitora¬ 
mento laboratorial. 12 O dabigatran prolonga o TP 
e o TTPa. 68 ' 69 
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O rivaroxaban e administrado via oral e inibe 
reversivelmente o fator X ativado. 12 Seu pico de 
a^ao ocorre ao redor de quatro horas apos a admi¬ 
nistrate e tem uma vida media entre 5,7 a 9,2 ho¬ 
ras. 12 O rivaroxaban prolonga o TP e o TTPa. 4 O 
dabigatran e rivaroxaban sao excretados via renal 
e fazem bioacumula^ao em pacientes com insufi- 
ciencia renal. 12 

A dosagem do fragmento 1+2 gerado durante 
a transforma^ao da protrombina em trombina 
pode ser utilizada como marcador de estados de 
hipercoagulabilidade e na preven^ao da trombose, 
porque se a concentra^ao do fragmento 1+2 esta 
acima do normal, significa que a trombina esta 
sendo gerada. 1 A dosagem do fragmento 1+2 pode 
detectar ativa 9 oes minimas da cascata da coagu- 
la^ao. As principals indicates para a dosagem do 
fragmento 1+2 sao as que seguem: trombose venosa 
profunda, coagula^ao intravascular disseminada, 
angina e monitora^ao da terapia com anticoagu- 
lantes orais. 1 Pacientes com uso de anticoagu- 
lantes orais, mesmo na vigencia desses, podem 
fazer episodio de trombose. Com a dosagem do 
fragmento 1+2, os episodios de trombose podem 
ser prevenidos. 1 

A terapia fibrinolitica e baseada na adminis- 
tra^ao de altas doses de ativadores do plasminoge- 
nio que aceleram a conversao do plasminogenio 
em plasmina, que degrada, proteoliticamente, a 
fibrina. 12 Alguns agentes fibrinoliticos sao deriva- 
dos de produtos bacterianos, outros sao proteinas 
recombinantes humanas, e os primeiros podem 
causar rea^oes alergicas. 12 A estreptoquinase foi o 
primeiro ativador do plasminogenio utilizado cli- 
nicamente e e derivada do estreptococo P-hemoli- 
tico. 12 A estreptoquinase nao tem atividade enzi- 
matica, mas se combina com o plasminogenio e 
forma um complexo (estreptoquinase-plasmino- 
genio) que converte outras moleculas do plasmi¬ 
nogenio em plasmina. 12 E usado no tratamento 
das tromboses arterial e venosa. 12 A alteplase e 
uma proteina recombinante do ativador tecidual 
do plasminogenio, conhecido como t-PA (ativador 
tecidual do plasminogenio). 12 A alteplase converte 
diretamente o plasminogenio em plasmina, e essa 
rea^ao e acelerada em muitas vezes na presen^a da 
fibrina. 12 A reteplase e a tenecteplase sao obtidas 
por tecnologia recombinante e sao mutantes do 
t-PA; foram sintetizadas com a finalidade de me- 
lhorar as propriedades farmacologicas. 12 


Os agentes agregantes sao classificados em 
quatro classes: os inibidores da ciclo-oxigenase, os 
agentes que aumentam a concentra^ao do AMP 
ciclico, os bloqueadores dos receptores de adenosi- 
na difosfato (ADP) e os inibidores dos receptores 
do fibrinogenio. O acido acetilsalidlico (AAS) e 
um inibidor da enzima ciclo-oxigenase e e reco- 
nhecido como um inibidor da fun^ao plaquetaria 
desde I960. 12 O acido acetilsalidlico inibe a curva 
de agrega^ao plaquetaria frente aos seguintes 
agentes agregantes: ADP, epinefrina, colageno e 
acido aracdonico. 12 A ticlopidina e o clopidogrel 
inibem a agregat^ao plaquetaria induzida pelo 
ADP, sao os bloqueadores dos receptores do ADP. 12 


SISTEMA FIBRINOLlTICO 


:: PLASMINOGENIO 

O plasminogenio e uma glicoproteina (790 ami- 
noacidos) de sintese hepatica cujo gene esta locali- 
zado no bra^o longo do cromossomo 6. Alem do 
plasma, e encontrada na saliva, na lagrima e no 
liquido seminal e prostatico. A forma ativa do 
plasminogenio (clivado na posi^ao arginina 560 _ 
-valina 561 ) 1 > 2 e a plasmina, que degrada a fibrina, 
gerando os produtos de degrada^ao da fibrina. 2 

A concentra^ao do plasminogenio aumenta 
durante os processos inflamatorios; por isso, e 
considerado uma proteina de fase aguda. 1 

O plasminogenio e um zimogenio que somente 
adquire atividade enzimatica quando convertido a 
plasmina (serino-protease) pelos ativadores do 
plasminogenio. A ativa^ao do plasminogenio po- 
de-se dar por tres vias: via intrinseca, via extrin- 
seca e via exogena (agentes farmacologicos, como 
medicamentos tromboliticos). 1 

A via intrinseca esta relacionada com a fase 
contato da coagula^ao sanguinea. Quando subs- 
tancias estranhas ao plasma sao expostas, ocorre a 
ativa^ao do fator XII, que converte o plasminoge¬ 
nio a plasmina. Substancias como a pre-calicreina 
e os cininogenios de alto peso molecular, gerados 
a partir da fase contato, t a mb cm sao capazes de 
ativar o plasminogenio. A fase contato contribui 
com cerca de 15% da atividade fibrinolitica. 

A via extrinseca e representada por dois ativa¬ 
dores: o ativador tecidual do plasminogenio (t-PA) 
e o ativador tipo uroquinase (u-PA). 

A plasmina pode degradar fibrina, fibrinoge¬ 
nio e outras moleculas. O inibidor da plasmina e a 
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a 2 -antiplasmina. A atividade daplasmina deve ser 
regulada para que nao se estabele^a um quadro de 
fibrinogenolise sistemica. 

Ativador tecidual do plasminogenio (t-PA) 

O t-PA e uma serinoprotease (530 aminoacidos), e 
o gene que o codifica esta localizado no cromos- 
somo 8. 1 O t-PA e produzido pelas celulas endote- 
liais, celulas musculares dos vasos sanguineos, 
megacariocitos, mastocitos, monocitos e fibro- 
blastos. 1 A secre^ao do t-PA a partir do endotelio e 
regulada por mediadores da coagula^ao sangui- 
nea e da resposta inflamatoria, como trombina, 
histamina, acetilcolina, bradicinina, epinefrina, 
interleucinas, altera^oes do fluxo sanguineo e va- 
soclusao. 1 No plasma, circula complexado com o 
inibidor do ativador do plasminogenio (PAI-1). 1 O 
t-PA tern sua a^ao enzimatica bastante aumentada 
em presen^a de fibrina e transforma o plasmino¬ 
genio em plasmina, com consequente degrada^ao 
da rede de fibrina (fibrinolise). 

Ativador do plasminogenio 
tipo uroquinase (u-PA) 

Foi descrito pela primeira vez na urina, onde apre- 
senta uma concentra^ao bastante elevada, dai o 
nome uroquinase. 1 Posteriormente, foi identifica- 
do em celulas renais, endoteliais, malignas, tumo- 
res e no plasma. 1 O gene que codifica o u-PA esta 
localizado no cromossomo 10 e gera uma glico¬ 
proteina com 411 aminoacidos. 1 

:: INIBIDORES DO SESTEMA FIBRENOLITICO 

Existem varios inibidores fisiologicos do sistema 
fibrinolitico. Localizados no sangue circulante, 
em celulas sanguine as, tecidos e na matriz extra- 
celular, eles podem inibir a plasmina diretamente 
ou impedir a ativa^ao do plasminogenio. 1 Sao des- 
critos quatro inibidores do sistema fibrinolitico: 
inibidor do ativador do plasminogenio-1 (PAI-l), 
inibidor do ativador do plasminogenio-2 (PAI-2), 
o^-antiplasmina e inibidores fibrinoliticos ativados 
pela trombina (TAPI). 1 

O PAI-1 esta presente no sangue circulante e 
tern a^ao sobre o u-PA e t-PA, sendo o principal 
inibidor fisiologico do u-PA e t-PA. E sintetizado 
no figado, ba^o, tecido adiposo e nas celulas do 
sistema vascular (celulas endoteliais, celulas mus¬ 
culares lisas, macrofagos e megacariocitos) e 
encontrado em maior concentra^ao nos granulos 
alfa das plaquetas. 1 A secre^ao do PA-1 e estimulada 
por citocinas, fatores de crescimento e proteinas 


da resposta inflamatoria. 1 E uma glicoproteina 
(379 aminoacidos) cujo gene esta localizado no 
bra^o longo do cromossomo 7. 1 As deficiencias do 
PAI-1 sao raras e, no estado de homozigose, cau- 
sam sangramento anormal apos traumas ou ci- 
rurgias. 1 O PA-1 forma um complexo com o t-PA e 
o u-PA, inibindo a a^ao e clareando-os do sangue 
periferico. 1 

O PAI-2 e uma a-globulina (393 aminoacidos), 
o gene que o codifica esta localizado no bra^o lon¬ 
go do cromossomo 18, e sintetizado e secretado 
por monocitos, macrofagos, celulas epiteliais, 
como queratinocitos, certas celulas tumorais e 
pela placenta humana. 1 

A a 2 -antiplasmina e o inibidor da plasmina. E 
uma glicoproteina (500 aminoacidos) de sintese 
hepatica e renal cujo gene esta localizado no bra^o 
cur to do cromossomo 17; tern como fun^ao a ini- 
bi^ao da plasmina e previne a degradat^ao sistemi¬ 
ca do fibrinogenio. 1 

O TAFI e um zimogenio de sintese hepatica; o 
gene esta localizado no cromossomo 13 e circula 
complexado ao plasminogenio. E ativado pelos 
complexos trombina-trombomodulina, meizo- 
trombina-trombomodulina, pela plasmina e 
trombina, sendo que o primeiro complexo (trom¬ 
bina-trombomodulina) e o mais eficiente na ati- 
va$ao do TAFI. 1 

:: REGULAR AO DO SISTEMA 
FIBRINOLITICO 

A celula endotelial apresenta dois fenotipos com 
rela 9 ao ao sistema fibrinolitico: pro-fibrinolitico e 
antifibrinolitico. A Figura 13.31 representa os 
dois fenotipos da celula endotelial com rela^ao ao 
sistema fibrinolitico. 



FIGURA 13.31 Fenotipos da celuJa endotelial em 
rela^ao ao sistema fibrinolitico. 


Fonte: Adaptada de Silva e colaboradores . 1 

A celula endotelial em situa^ao fisiologica esta 
intacta e apresenta o fenotipo antifibrinolitico, 
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que e mantido pelo PAI-1, inibindo, desse modo, 
a gera^ao de plasmina. 1 Outra maneira de manter 
o fenotipo antifibrinolitico e que, para haver a ge- 
ra^ao da plasmina, deve primeiro ser formada a 
fibrina, isso porque o principal ativador plasma- 
tico do plasminogenio, o t-PA, adquire sua maxi¬ 
ma eficacia frente a fibrina e, enquanto nao hou- 
ver forma^ao de fibrina, nao ha ativa^ao do 
plasminogenio. 

Quando a celula endotelial se torna ativada, 
duas situates ocorrem: a primeira e a exposi^ao 
do fator de von Willebrand que ativa as plaquetas; 
a segunda e a expos^ao do fator tissular com con- 
sequente ativa^ao da cascata da coagula^ao e for- 
ma^ao de trombina e, entao, de fibrina. A partir 
desse ponto, o fenotipo passa a ser pro-fibrinoliti- 
co, e a celula endotelial passa a secretar t-PA e 
u-PA. 1 O t-PA age sobre o plasminogenio, gerando 
a plasmina. Ess a aqao e mais eficiente quando o 
plasminogenio e o t-PA estao ligados a receptores 
celulares. Varios tipos de celulas apresentam re¬ 
ceptores para o plasminogenio: plaquetas, mono- 
citos, fibroblastos e celulas endoteliais e, quando o 
plasminogenio esta ligado a ess as celulas, a forma- 
9 ao de plasmina (a^ao do t-PA sobre o plasmino¬ 
genio) e mais rapida e fica localizada no sftio de 
forma^ao da fibrina. 1 

Existem dois tipos de receptores para o t-PA: 
os receptores de ativa^ao e os de clearence - 1 Os re¬ 
ceptores de ativa^ao sao celulares e ligam o t-PA a 
superficie da celula a fim de promover a ativa^ao 
do plasminogenio. Esses receptores sao anexina II, 
heparan sulfato, condroitin sulfato, citoqueratina 
8 e 18 e tubulina e estao expressos em monocitos, 
plaquetas, celulas renais e celulas endoteliais. 1 Os 
receptores de clearence tern a fun^ao de retirar da 
circula^ao e degradar o plasminogenio, contro- 
lando o nlvel plasmatico de t-PA e do complexo 
t-PA/PA-1. O clearence ocorre principalmente no 
tecido hepatico e envolve os receptores de manose 
e o^-macroglobulina. 1 

As plaquetas tambem tern seu papel no siste- 
ma fibrinolitico, pois se ligam ao t-PA e ao plasmi¬ 
nogenio e geram plasmina, que, na superficie da 
plaqueta, fica protegida da a^ao da Ok-antiplasm i- 
na. 1 As plaquetas tambem podem inibir o sistema 
fibrinolitico porque, quando ativadas, liberam 
PA-1 e otj-antiplasmina, que inibem os ativadores 
do plasminogenio e a plasmina; a trombocitose 
promove urn estado pro-trombotico com inibi^ao 
da fibrinolise. 1 


A plasmina nao se acumula no plasma devido 
a a$ao da o^-antiplasmina. 1 Ela degrada tanto o 
fibrinogenio quanto a fibrina. Fibrinogenolise e o 
ter mo usado para designar a degrada^ao do fibri¬ 
nogenio, e fibrinolise para designar os produtos 
de degrada$ao da fibrina. A diferen^a molecular 
entre as duas situa 9 oes e que, na segunda, existem 
as liga 9 oes cruzadas que estabilizam os monome- 
ros de fibrina e permitem a forma 9 ao da rede de 
fibrina. O fibrinogenio e inicialmente convertido a 
um fragmento chamado de X, poster iormente con¬ 
vertido a fragmento Y e D. O fragmento Y e conver¬ 
tido em fragmento D e E. 1 Na fibrinolise, sao gera- 
dos varios fragmentos: XXD, YXY, XX, YXD, 
DXD, XY, XD, YY, DY e DD, A ordem em que estao 
descritos indica do maior tamanho (o primeiro: 
XXD) para o menor tamanho (o ultimo: DD). 1 O 
D-dimero (fragmento DD) pode ser dosado e e 
um marcador de doen 9 a trombotica. 

:: DE iCIENCIAS DO SISTEMA 
FIBRINOLITICO 

Hemorragia e trombose 

A deficiencia hereditaria do plasminogenio e de- 
vida a urna muta 9 ao de ponto (alanina 601 -treonina) 
e predispoe o paciente a episodios tromboticos, 
como tromboflebite, trombose venosa mesenterica 
e intracranial e embolia pulmonar. 3 Pode-se ter a 
deficiencia adquirida do plasminogenio na doen 9 a 
hepatica e na septicemia. 3 A predisposi 9 ao e para 
eventos tromboticos, 70 pois toda vez que for gerada 
a rede de fibrina, ela nao e degradada e clareada, 
uma vez que a forma ativa do sistema fibrinolitico 
e a plasmina, o que nao ocorre em razao da falta 
do plasminogenio. 

A deficiencia congenita do plasminogenio 
pode ser de dois tipos: tipo I e tipo II. 71 O tipo I 
caracteriza-se por apresentar diminu^ao na ativi- 
dade e na concentra 9 ao molecular, o tipo II apre- 
senta atividade diminuida; esses pacientes tern 
tendencia a trombose. 3 

Pacientes com deficiencia adquirida ou con¬ 
genita dos inibidores do sistema fibrinolitico tern 
uma predispos^ao a hemorragia, porque o plas¬ 
minogenio continuara sendo transformado em 
plasmina com dissolu 9 ao do coagulo formado. 3 
A gestante, apesar de ter concentra 9 oes aumenta- 
das de plasminogenio e fibrinogenio (a concen- 
tra 9 ao plasmatica das duas proteinas aumenta 
em cerca de 50 a 60% durante o terceiro trimestre 
da gesta 9 ao), 10 tern um estado hipofibrinolitico. 72 
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A atividade do sistema fibrinolitico esta diminuida, 
caracterizando a gesta 9 ao como um estado de hi- 
percoagulabilidade secundario, que pode ou nao 
se manifestar com a ocorrencia de episodios 
tromboticos. 1 


avauacAo laboratorial 

DA HEMOSTASIA SECUNDARIA 


Os fatores da coagula^ao podem ser avaliados 
pelo TP e pelo TTPa, considerados como testes de 
screening para, avalia^ao da coagula^ao sanguinea. 
Na fase pre-analitica, estao descritos o anticoagu- 
lante de escolha para avalia^ao dos fatores da coa- 
gula^ao, a rela 9 ao sangue: anticoagulante ideal e a 
corre 9 ao do anticoagulante quando o volume glo¬ 
bular esta fora da varia 9 ao permitida. 

:: TEMPO DE PROTROMBINA (TP) 

Quando um kit para a realiza 9 ao do TP e adquiri- 
do, a primeira preocupa 9 ao deve ser com o valor 
do indice de sensibilidade internacional (ISI), por- 
que a partir dele, sera calculado o valor da rela 9 ao 
normatizada internacional (RNI). Outra preocu- 
pa 9 ao e com o controle normal, que sera utilizado 
para avaliar a atividade da tromboplastina (reati- 
vo do TP) e como o resultado do TP sera liber ado. 
Por fim, deve-se conhecer o principio do teste 
para saber quais os fatores da coagula 9 ao que sao 
medidos pelo TP. A Figura 13.32 resume o que 
deve ser feito quando se adquire um kit para a rea- 
liza 9 ao do TP. 

Um dos trabalhos mais relevantes para a anti- 
coagula 9 ao oral foi o artigo publicado por Hull e 
colaboradores 73 em 1982, que demonstrou que as 
tromboplastinas nao tern a mesma sensibilidade. 
Existem tromboplastinas que sao menos sensiveis 


a redu 9 ao de atividade dos fatores dependentes de 
vitamina K, o que leva a uma diferen 9 a significativa 
no valor do TP, dependendo da tromboplastina 
que e utilizada. 74 Em fun 9 ao disso, a partir de 
1983, o monitoramento da terapia com anticoagu¬ 
lante oral (varfarina) pas sou a ser feito pelo valor 
da RNI. 74 O problema da diferen 9 a de sensibilida¬ 
de entre as tromboplastinas foi resolvido com a 
ado 9 ao de um sistema no qual as tromboplastinas 
comerciais sao comparadas com uma tromboplas¬ 
tina de padrao internacional. Para a tromboplasti¬ 
na de padrao internacional, convencionou-se um 
indice de sensibilidade igual a 1 que per mite o cal- 
culo de um indice de sensibilidade para as trom¬ 
boplastinas comerciais, o qual foi designado como 
indice de sensibilidade internacional (ISI). A Or- 
ganiza 9 ao Mundial da Saude (OMS) adota esse sis¬ 
tema e mantem reagentes de padrao internacional 
que permitem estabelecer o valor do ISI para as 
tromboplastinas comerciais. 

Todo kit de tromboplastina calcica comercial 
tern o valor do indice de sensibilidade internacional 
(ISI) que indica a qualidade da tromboplastina: 
quanto maior o ISI, menor a sensibilidade da trom¬ 
boplastina. A tromboplastina comercial e calibrada 
com o ISI pela Organiza 9 ao Mundial da Saude. O 
ISI e um sistema de calibra 9 ao baseado em uma 
rela 9 ao linear entre o logaritmo (log) da rela 9 ao de 
tempos da tromboplastina comercial e a trombo¬ 
plastina de referenda internacional (que tern um 
ISI = 1). 

Para se obter a rela 9 ao de tempos, e feito o TP 
da tromboplastina de referenda e da tromboplasti¬ 
na comercial a partir de um grupo de voluntaries 
normais e de um grupo de voluntarios que recebe- 
ram, durante duas semanas, anticoagulante oral. 



FIGURA 13.32 0 que deve ser feito apos a aquisi^ao de um kit para a realizagao do tempo de protrombina 
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Com os resultados, faz-se um grafico com o log do 
TP da tromboplastina de referenda e o log do TP 
da tromboplastina comercial: e tra^ada uma reta, 
que e comparada com a reta da tromboplastina da 
OMS; a diferenifa da inclina^ao entre as duas retas 
corresponde ao ISI da tromboplastina comercial. 

O primeiro criterio para se adquirir um kit de 
tromboplastina e o valor do ISI: quanto mais pro¬ 
ximo de 1, melhor a qualidade da tromboplastina. 
O Colegio Americano de Patologistas recomenda 
que os laboratories utilizem tromboplastinas com 
ISI inferior a 1,7. 1 Para o calculo da RNI, se faz 
uma relaipao de tempos (R) entre o TP do paciente 
e o TP do controle normal. Essa rela^ao de tempos 
(R) e elevada ao valor do ISI e se obtem a rela^ao 
normatizada internacional (RNI). O paciente que 
faz uso de anticoagulante oral deve ser monitora- 
do pelo valor da RNI. Quanto maior o valor da 
RNI, mais anticoagulado o paciente esta. O clinico 
padroniza a dose do anticoagulante oral pelo va¬ 
lor da RNI. A Tabela 13.3 traz uma recomenda- 
9 ao terapeutica para a variatpao da RNI em varias 
patologias. 73 


TABELA 13.3 Recomenda^ao terapeutica para a 
variagao da RNI em varias patologias 

PATOLOGIA 

RNI 

Trombose venosa profunda (TVP) 

2-3 

Profilaxia da TVP 

2-3 

Fibrilagao arterial 

2-3 

Reposigao de valva cardiaca (tecido) 

2-3 

Reposigao de valva cardiaca (mecanica) 

2,5-3,5 

Sindrome antifosfolipideo 

2,3-3,5 

Infarto do miocardio, preven^ao de 
acidente vascular encefalico 

2-3 


Fonte: Adaptado de Hull e colaboradores . 73 

Apos a aquisi^ao do kit, deve-se saber qual a 
atividade da tromboplastina, ou seja, qual o valor 
(em segundos) do controle normal. A pergunta que 
surge e: qual controle normal utilizar? Pode ser 
utilizado, para controle normal, tanto um plasma 
comercial como um pool de plasma caseiro (feito 
no proprio laboratorio). O pool de plasma caseiro 
pode ser feito a partir de cinco doadores normais. 75 
Pode ser aliquotado e armazenado em freezer e uti¬ 
lizado durante sete dias. 75 Antes de ser utilizado, 
para a realiza^ao do TP, a aliquota deve ser descon- 
gelada a 37 °C; apos o descongelamento, o TP deve 


ser realizado. O pool de plasma caseiro nao inter¬ 
fere no valor do RNI quando comparado a um 
plasma comercial. 76 

Antes de se realizar a tecnica do TP, a trombo¬ 
plastina, o plasma controle e/ou o plasma caseiro 
devem ficar em banho-maria 37 °C por 3 a 5 mi- 
nutos. O ideal e que o TP seja realizado por auto- 
ma^ao; quando o TP e realizado de modo manual, 
o procedimento tecnico deve ser seguido com rigor. 
Cada vez que uma bateria de TP e realizada, deve 
ser feito um controle normal. 

Principio do teste 

O reagente do TP e a tromboplastina-calcica, que 
faz o papel do fator tissular (fator III). O calcio e 
adicionado a tromboplastina (tromboplastina cal¬ 
cica) por que ele foi retirado pelo anticoagulante e, 
sem o calcio, o coagulo nao se forma. A trombo¬ 
plastina ativa, exclusivamente, o fator VII, que, 
quando ativado, ativa o fator X, o qual transforma 
a protrombina em trombina. A trombina ativa o 
fator V, que se liga ao fator X e aumenta a ativa^ao 
da trombina. A trombina gerada atua sobre o fi- 
brinogenio formando o coagulo de fibrina. A Fi- 
gura 13.33 mostra o principio do teste do TP. 


Fator 

tissular 


> Fator VII 


> FatorVII 
ativado 


Fator X 


Protrombina 


Trombina 


Fibrinogenio 


u 


Fator X ativado 


I 


Fator X ativado 
Fator V ativado 
(pela trombina) 


Fibrina 


FIGURA 13.33 Principio do teste do TP. 


Os fatores da coagula^ao medidos pelo TP sao 
os fatores VII, X, V, II e I. 

Resuttado do TP 

O TP pode ser realizado no pre-operatorio, na in- 
vestigaqao de coagulopatias, ou para monitorar o 
anticoagulante oral (varfarina). Quando o pacien¬ 
te realiza o TP com a finalidade pre-operatoria ou 
para investiga^ao de coagulopatia, o resultado 
deve ser expresso em segundos, juntamente com o 
valor do controle normal; o valor de referenda e o 
controle normal ± 2 segundos. Quando o paciente 
























Fase pos-analitica: hemostasia secundaria 385 


faz uso de anticoagulante oral, o resultado do TP 
deve ser expresso em segundos, juntamente com o 
valor do controle normal e da rela^ao normatiza- 
da internacional (RNI). A libera^ao do TP em 
porcentagem e considerada obsoleta e nao deve 
constar no laudo. Quanto maior o valor do RNI, 
mais anticoagulado o paciente esta. 

O TP e o teste de escolha para controle dos an- 
ticoagulantes orais (varfarinas) porque a forma^ao 
do coagulo de fibrina inicia pela ativa^ao do fator 
VII, que e um fator dependente de vitamina K. O 
anticoagulante oral inibe a sintese da vitamina K 
e, sem ela, os fatores II, VII, IX e X nao podem ser 
ativados. A concentra^ao plasmatica do anticoa¬ 
gulante oral e proporcional a deficiencia da vita¬ 
mina K (quanto maior a concentra^o do anticoa¬ 
gulante, maior a deficiencia da vitamina K e mais 
elevado o TP). Como a tromboplastina ativa dire- 
ta e exclusivamente o fator VII, a deficiencia deste 
e diretamente proporcional a concentratpao do 
anticoagulante e, por isso, e o teste de escolha 
para monitorar a terapia com anticogulantes orais 
(varfarina). OTP nao tern valor para monitorar a 
heparinoterapia, o qual pode estar alter ado, mas 
nao se pode estabelecer uma rela^ao dose/eleva^ao 
do TP. 

Durante o monitoramento do anticoagulante 
oral, o horario da coleta e importante. O pico de 
inibi^ao da vitamina K e consequente aumento do 
TP se da entre 4 e 8h horas, e o pico mais baixo de 
inibi^ao ocorre entre 18 e 24h horas. E interessante 
que durante o monitoramento seja padronizado o 
horario da coleta do TP. 

:: TEMPO DE TROMBOPLASTINA 
PARCIAL ATIVADA (TTPa) 

O TTPa e tambem chamado de KPTT (tempo de 
tromboplastina parcial ativada pelo kaolin, do in¬ 
gles kaolin-activated partial thromboplastin time) 


e TTP (tempo de tromboplastina parcial). Se for 
coletado sangue (com citrato de sodio a 0,106 M), 
nao ocorrera a forma^ao de coagulo. Se o sangue 
for centrifugado, o plasma separado, e a este se 
adicionar calcio, haver a forma^ao de um coagulo 
de fibrina. Esse procedimento e chamado de tem¬ 
po de recalcifica^ao do plasma (TRP), um teste 
demorado porque deve ocorrer a ativa^ao dos fa- 
tores da fase contato (XII, XI, PK e HK) para o 
posterior desencadeamento da cascata da coagu- 
la^ao. Para que o TRP ficasse mais rapido e pudes- 
se ser utilizado como um teste de coagula^ao, 
duas modifica^oes foram feitas: adi^ao de cefalina 
(fosfolipideo substituto das plaquetas) e de um ati- 
vador da fase contato da coagulat^ao. O primeiro 
ativador utilizado foi o kaolin, e o teste passou a se 
chamar de tempo de tromboplastina parcial ativa¬ 
da pelo kaolin (KPTT). Posteriormente, o kaolin 
foi substituido pelo acido elagico, um ativador me- 
Ihor porque nao sedimenta e pode ser adicionado 
ao reativo. A nomenclatura passou a ser TTPa para 
diferenciar do teste que usava o kaolin (KPTT). 
Como hoje todas as cefalinas vem adicionadas ao 
ativador, o teste passou a ter a nomenclatura TTPa. 
A Figura 13.34 esquematiza o procedimento a ser 
adotado quando um kit de TTPa e adquirido. 

Todo o procedimento pre-analitico e analitico 
descrito para o TP deve ser seguido para o TTPa. 
A diferen^a e que o TTPa nao utiliza valores de 
RNI e nem e avaliado pelo ISI. Apos a aquisi^ao 
do kit, deve-se saber qual a atividade da cefalina e 
do ativador, ou seja, qual o valor (em segundos) do 
controle normal. O controle normal para o TTPa e 
o mesmo descrito para o TP; pode ser utilizado um 
controle comercial ou um pool de plasma normal, 
feito a partir de cinco amostras. 75 Do mesmo 
modo que o TP, o TTPa deve ser realizado por 
automa^ao. 



FIGURA 13.34 Procedimento a ser adotado quando um kit de TTPa e adquirido 
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A tecnica consiste em deixar o reativo (cefali- 
na + ativador), o plasma do paciente, o controle 
normal e o cloreto de calcio em banho-maria en- 
tre 3 a 5 minutos. Posteriormente, adicionar o 
plasma ao reativo e marcar o tempo de tres minu¬ 
tos; apos esse tempo, adicionar o cloreto de calcio 
e marcar o tempo de forma^ao do coagulo. 

Principle do teste 

Os fatores da fase contato (XII, XI, HK e PK) sao 
ativados pelo ativador e ativam o fator IX, que, 
quando ativado, ativa o fator X. O fator X ativado 
transforma a protrombina em trombina. A quan- 
tidade de trombina gerada nao sustenta a forma- 
9 ao do coagulo, mas e suficiente para ativar os fa- 
tores VIII, V e XI. O fator VIII ativado se 
complexa com o fator IX sobre a cefalina, que faz 
o papel das plaquetas. Esse complexo (Villa + IXa 
+ cefalina) ativa de modo definitivo o fator X. O 
fator X ativado complexa-se com o fator V ativado 
sobre a cefalina e ativa a protrombina de tal modo 
que a cascata da coagula^ao se torna autocatalitica. 
O coagulo nao e formado p or que o calcio nao se 
faz presente. Todos os fatores estarao ativados no 
tempo de espera de tres minutos; quando o calcio 
(cloreto de calcio) for adicionado, a rede de fibrina 
sera formada. A Figura 13.35 mostra a cascata da 
coagula^ao no TTPa. 



Resultado do TTPa 

O resultado do TTPa do paciente deve ser dado 
em segundos e deve ser comparado com o valor 
do controle normal. O valor de referenda e o con¬ 
trole normal ± 5 segundos. O TTPa e utilizado 
como teste pre-operatorio, para a investiga^ao de 
coagulopatias e para o monitoramento da hepari- 
noterapia quando se utiliza heparina de alto peso 


molecular (ver controle da terapia antitromboti- 
ca). O TTPa nao e indicado para o monitoramento 
de heparina de baixo peso molecular. O Quadro 
13.3 mostra os fatores medidos apenas pelo TP, os 
medidos apenas pelo TTPa e os fatores medidos 
pelos dois testes. 


QUADRO 13.3 

Fatores medidos pelo TP, pelo 

TTPa e pelos dois testes 
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£ muito raro que um paciente apresente defi¬ 
ciency de dois fatores; por isso, quando o TP e o 
TTPa estao alterados, pensa-se em fatores da via 
comum (medidos pelos dois testes). Quando o TP 
esta normal e o TTPa esta alterado, a deficiency 
pode ser do fator XII, XI, IX, VIII, HK ou PK. O 
tipo de doen 9 a hemorragica (clinica do paciente) e 
muito importante porque, nas deficiencias de fa¬ 
tor XII, XI, HK e PK, o individuo nao apresenta 
doen^a hemorragica, com exce^ao do fator XI em 
determ inadas situates (ver coagulopatias heredi- 
tarias - deficiency do fator XI). Nas hemofilias 
graves, hematomas e hemartroses ocorrem espon- 
taneamente desde a infancia; nas moderadas, os 
hematomas sao secundarios a traumas e cirurgias, 
e as hemartroses sao ocasionais. Um teste bastan- 
te simples para saber se a deficiency e de um fator 
da coagula^ao ou se a alterat^ao e devida a presen- 
9 a de anticoagulante ou inibidor consiste em mis- 
turar o plasma do paciente com um pool de plas¬ 
ma normal na propor 9 ao de 1 : 1 , deixar em 
banho-maria a 37 °C por duas horas e fazer o 
TTPa da mistura. Se houver a corre 9 ao, a deficien¬ 
cy e de fator da coagula 9 ao; caso contrario, o 
TTPa esta alterado devido a presen 9 a de anticoa¬ 
gulante ou inibidor. A confirma 9 ao de qual fator 
esta deficiente pode ser feita laboratorialmente 
pela dosagem dos fatores da coagula 9 ao. 

A Figura 13.36 mostra esquemas que podem 
ajudar a estabelecer o diagnostico laboratorial 
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quando o TP, o TTPa ou a contagem de plaquetas 
mostra alguma alterarpao; foram adaptados de Li- 
chtman e colaboradores. 12 

:: TEMPO DE TROMBINA (TT) 

Para a realiza^ao do TT, adiciona-se ao plasma ci- 
tratado uma solu^ao de trombina, a qual atua so- 
bre o fibrinogenio e promove a forma^ao do coa- 
gulo de fibrina. O tempo de format ao do coagulo 
e rapido, o controle normal e de cerca de 10 a 15 
segundos. O TT per mite avaliar as deficiencias de 


fibrinogenio e a presen^a de anticoagulantes, 
como da heparina, que e uma antitrombina. O TT 
tambem pode estar prolongado quando ha ativa- 
9 ao do sistema fibrinolitico; a plasmina diva o fi¬ 
brinogenio e a fibrina. 

:: DOSAGEM DO FIBRINOGENIO (FBG) 

No coagulograma de rotina (pre- operatorio), nao e 
solicitada a dosagem de fibrinogenio, mas pode-se 
ter uma ideia da concentraf^ao do fibrinogenio 
pela observa^ao do coagulo no TP ou TTPa. Um 



TP, tempo de protrombina; TTPa, tempo de tromboplastina parcial ativada; PLT, plaquetas; N, normal; A, aumentado; D, dirrinuido; 
DvW, doenga de von Willebrand; VK, vitamina K; TS, tempo de sangramento; RCF, curva de agregagao plaquetaria frente a ristocetina. 
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coagulo firme, bem-formado e que ocupa quase 
to do o volume da mistura plasma e reagente deno- 
ta uma concentratao normal de fibrinogenio. A 
dosagem de fibrinogenio se torna importante em 
situates de consumo de fatores de coagulatao, 
como na CIVD (coagulatao intravascular disse- 
minada) ou situates de ativa^ao do sistema fibri- 
nolltico. O fibrinogenio e uma proteina de fase 
aguda que esta aumentado em situates inflama- 
torias e durante a gesta^ao. O aumento da concen¬ 
tration plasmatica do fibrinogenio favorece a for- 
matao de roleaux eritrocitario por interferir no 
potencial zeta eritrocitario, elevando a VHS. 

O valor de referenda varia de 150 a 450 mg/dL. 
O fibrinogenio pode ser medido de mo do manual 
ou automatizado, com preferencia para o ultimo. 
Um metodo bastante utilizado e o de Clauss (des- 
crito em 1957), 77 que consiste em diluir o plasma 
em um tampan e acrescentar uma solugao de 
trombina, a qual promovera a format ao do coagu¬ 
lo de fibrina com turvatao da solutao, lida em es- 
pectrofotometro. A turvatao e proporcional a 
concentratao de fibrinogenio. Esse nao e um teste 
ideal para as disfibrinogenemias porque dara um 
valor baixo de fibrinogenio, simulando um qua- 
dro de hipofibrinogenemia ou afibrinogenemia. 
Nas disfibrinogenemias, a concentratao de fibri¬ 
nogenio e normal, mas a molecula e alterada. Para 
diferenciar disfibrinogenemais de hipo ou afibri¬ 
nogenemia, as tecnicas imunologicas sao melho- 
res. O ideal e a associatao dos dois testes (ativida- 
de e antigenicidade). 

:: D-Dl'MERO 

A geratao da fibrina e, consequentemente, de seus 
produtos de degradagao (D-dimero) esta aumen- 
tada na embolia pulmonar, trombose venosa pro¬ 
funda (TVP) e coagulatao intravascular dissemi- 
nada (CIVD). Pelos niveis plasmaticos do 
D-dimero, pode-se monitorar a diminuitao do 
tamanho do trombo e a eficacia da heparinotera- 
pia. Atualmente, com o uso de anticorpos mono- 
clonais, o D-dimero pode ser dosado diretamente 
no sangue total, 3 pode ser medido por aglutinatao 
de latex 1 e por ELISA. 55 

:: DOSAGEM DOS FATORES 
DA COAGULATAO 

Quando se tern a necessidade de dosar algum 
fator de coagulatao porque os exames de triagem 
estavam alter ados, pode-se utilizar a tecnica do 
TP ou do TTPa (dependendo de qual fator se 


queira dosar). O plasma do paciente e misturado a 
um plasma (adquirido no comercio) deficiente so- 
mente do fator que se quer dosar. A coagulatao 
ocorrera em funtao da presenta do fator a ser do¬ 
sado no plasma do paciente. Considerando um 
plasma deficiente de fator VIII e com os demais 
fatores normais, quando ele for misturado ao 
plasma do paciente, a concentratao de fator VIII 
na mistura e dependente da concentratao de fator 
VIII no plasma do paciente. Uma curva de concen¬ 
tratao de fator VIII e feita a partir de um plasma de 
referenda (adquirido no comercio) e mede-se a 
concentratao de fator VIII no plasma do paciente 
a partir da realizagao do TTPa. A dosagem especi- 
fica de fatores da coagulatao pode ser feita de 
modo manual ou automatizado. 
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IMUNO-HEMATOLOGIA ERITROCUARIA 




Os conhecimentos na area de imuno-hematologia eritrocitaria propiciaram uma 
transfusao sanguinea mais segura e melhoraram o diagnostico laboratorial de 
quadros potencialmente graves e fatais como a doen^a hemolitica do feto e do 
recem-nascido (DHFN) e a anemia hemolitica autoimune (AHAI). 

Entre os avan<;os cientificos observados desde o inicio do seculo passado, 
podem ser destacados a descoberta do grupo sanguineo ABO por Karl Landstei- 
ner, em 1900, a descoberta do antigeno RhD em 1939, o teste de Coombs em 
1945, o gel-teste em 1990, o desenvolvimento de anticorpos monoclonais contra 
antigenos eritrocitarios e a genotipagem dos grupos sanguineos nos ultimos 20 
anos. 

O profissional que deseja realizar testes imuno-hematologicos com qualida- 
de e seguran^a deve ter em mente a necessidade de acompanhar o avan<;o cienti- 
fico e implantar tecnicas adequadas a rotina do laboratorio, escolher reagentes 
apropriados e aumentar a seguran^a para o paciente. 

Apesar de os testes imuno-hematologicos de rotina serem relativamente fa- 
ceis de executar, e importante destacar que um erro laboratorial pode causar 
danos graves ou ate o obito do paciente. Nos Estados Unidos, a terceira maior 
causa de morte pos-transfusional sao os anticorpos antieritrocitarios nao-ABO 
que deveriam ser detectados no teste da antiglobulina indireto (Coombs indire- 
to). Entre os anos de 2009 a 2013, a incompatibilidade ABO foi observada em 
31% dos casos de morte pos-transfusional relacionada a anticorpos antieritroci¬ 
tarios. A gravidade e o risco sao mais bem representados com exemplos. Uma 
classifica^ao incorreta de uma gestante RhD negativo como RhD positivo leva- 
ria a nao realiza^ao da imunoprofilaxia Rh, e a gestante poderia produzir anti-D 
desencadeando, no seu segundo filho, a DHFN, um quadro grave e potencial¬ 
mente fatal. O resultado de uma tipagem ABO de um individuo A X B (subgrupo 
A fraco) interpretado apenas com a prova direta, sem a realiza^ao da prova re- 
versa para confirmar, poderia ser equivocadamente liberado como B porque o 
anti-A pode nao aglutinar eritrocitos do subgrupo A fraco. A realiza^ao do teste 
da antiglobulina humana com eritrocitos do grupo O nao fenotipadas poderia 
nao detectar anti-K na gestante e levar ao desenvolvimento de DHFN grave. 

Nesse cenario de grandes riscos, este capitulo e dedicado aos profissionais 
que realizam os testes imuno-hematologicos no laboratorio de analises clinicas. 
Perseguindo a qualidade dos testes, visando a seguran^a dos pacientes e com o 
objetivo de resguardar o laboratorio e os profissionais, sera discutida a aglutina- 
9 ao eritrocitaria, os sistemas de grupos sanguineos ABO e Rh, a tipagem sangui¬ 
nea ABO e RhD, a aloimuniza^ao eritrocitaria, o teste da antiglobulina humana 
(teste de Coombs), os principais metodos imuno-hematologicos e a importancia 
do controle de qualidade em imuno-hematologia. No final do capitulo, estao 
descritas as tecnicas mais comumente utilizadas no laboratorio, sempre acompa- 
nhadas de notas para auxiliar na sua execu^ao. Outras tecnicas complementares 
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nao descritas podem ser encontradas em guideli¬ 
nes e manuals tecnicos. Mesmo utilizando as me- 
lhores tecnicas e controles de qualidade, em caso 
de resultado discrepante, uma estrategia e recor- 
rer aos profissionais dos hemocentros, que sao es- 
pecializados nessa area e podem realizar tecnicas 
complementares para auxiliar na elucida^ao e re- 
solu^ao da dificuldade. 



O resultado no lab oratorio de imuno-hematologia 
e baseado na hemolise e/ou aglutina^ao eritrocita- 
ria, que pode ser espedfica ou inespecifica. A he- 
maglutina 9 ao verdadeira (espedfica) ocorre pela 
liga^ao de um anticorpo a um antigeno eritrocita- 
rio especifico, enquanto as aglutina^oes inespeci- 
ficas sao decorrentes de situates patologicas. Os 
testes laboratoriais devem ser capazes de diferen- 
ciar a hemaglutina^ao verdadeira das aglutina- 
9 oes eritrocitarias inespecificas. Para tanto, de¬ 
vem ser induidos na rotina laboratorial controles 
da rea^ao antigeno-anticorpo. 

A aglutina^ao eritrocitaria pode ser explicada 
pelo modelo fisico-quimico conhecido como Po- 
tencial Zeta. Os eritrocitos tem cargas eletronega- 
tivas pela presen^a de sialoglicoproteinas na 
membrana e permanecem separados quando em 
solu^ao salina (NaCl a 0,9%). O Potencial Zeta (Z) 
e a diferen^a de potencial criada entre a nuvem de 
cations sodio (Na+) atralda pela carga eletronega- 
tiva da membrana eritrocitaria e o meio. O Poten¬ 
cial Zeta e definido pela equa^ao de Pollack: 


dJv 

yea cargaeletrica eritrocitaria 
ji e a for$a ionica 
D e a constante dieletrica do meio 

Fonte: Girello e Kuhn . 1 

A aglutina^ao eritrocitaria ocorre quando o 
sistema atinge o Potencial Zeta Critico (Z cr£t{co ). 
Anticorpos fixados na membrana eritrocitaria di- 
minuem o Z pela neutraliza^ao das cargas negati- 
vas ate atingir o Z critico . 

Os anticorpos de maior importancia clinica 
em imuno-hematologia sao das classes IgM e IgG 
(IgGl e IgG3). Quando anticorpos da classe IgM 
se ligam a membrana eritrocitaria, o meio atinge o 
Zcritico e ocorre hemaglutina^ao. Assim, anticorpos 


IgM geralmente sao considerados aglutinantes 
por causar hemaglutina^ao na fase de centrifuga- 
^ao imediata (aglutina^ao direta, nao necessitan- 
do da fase da antiglobulina humana). Anticorpos 
da classe IgG sensibilizam os eritrocitos, mas o 
Zcritico n ^° c atingido. Por essa caracterlstica, anti¬ 
corpos IgG sao geralmente nao aglutinantes (in- 
completos) e necessitam da adi^ao do soro de 
Coombs (anti-IgG humana) para serem detecta- 
dos por hemaglutina^ao. 

Na pratica laboratorial, o Z pode ser alterado 
pelo tratamento dos eritrocitos com enzimas pro- 
teoliticas (papaina, bromelina), que reduzem a 
carga eletrica eritrocitaria (y) pela clivagem de gli- 
coprotefnas da membrana eritrocitaria. Eritroci¬ 
tos sao tratados com enzima para potencializar a 
rea^ao antigeno-anticorpo (ex. anti-D, anti-c, an- 
ti-e entre outros). Os aditivos macromoleculares 
empregados no teste da antiglobulina (albumina 
bovina e polietilenoglicol) alteram a constante 
dieletrica do meio (D), potencializando a rea^ao 
antigeno-anticorpo. A rea^ao antigeno-anticorpo 
tambem e potencializada com a adi^ao de solu^ao 
salina de baixa for^a ionica (LISS, do ingles low- 
-ionic-strength saline), aumentando o Z com a di- 
minui 9 ao da for 9 a ionica (p), o que facilita a liga- 
9&0 dos anticorpos no eritrocito. Todas essas 
estrategias tem o objetivo de potencializar as rea- 
9 oes de hemaglutina 9 ao em busca de resultados 
claros e indubitaveis. 


$AO DA REA^AO DE 
AQAO E ESCORE NUMtRICO 


A leitura da rea 9 ao de hemaglutina 9 ao deve ser 
padronizada, e todos os profissionais do laborato- 
rio devem ter a mesma interpreta 9 ao. Apos centri- 
fugado, o tubo e agitado suavemente para ressus- 
pender o botao de eritrocitos e verificar a rea 9 ao 
antigeno-anticorpo. A reatividade deve ser avalia- 
da apos a completa ressuspensao do botao de eri¬ 
trocitos formado com a centrifuga 9 ao. A ausencia 
de hemaglutina 9 ao e classificada como 0 (zero). A 
gradua 9 ao da rea 9 ao de aglutina 9 ao varia de w+ 
(rea 9 ao fraca - w, do ingles weak) a 4+, de acordo 
com os aglutinados observados. O escore numeri- 
co e atribuido de acordo com a intensidade da 
aglutina 9 ao eritrocitaria. Por exemplo, uma rea- 
9 ao de aglutina 9 ao de 4+ corresponde a um escore 
numerico igual a 12 . A Tabela 14.1 mostra a inter- 
preta 9 ao da rea 9 ao de agIutina 9 ao eritrocitaria em 
tubo e microplaca. 
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TABELA 14.1 Interpretagao da reagao de 
aglutinagao eritrocitaria em tubo e microplaca 

RESULTADOS OBSERVADOS 

MACROSCOPICAMENTE 

GRADUAGAO 

ESCORE 

Um aglutinado solido 

4+ 

12 

Varios aglutinados grandes 

3+ 

10 

Aglutlnados de tamanho 
medio, fundo daro 

2+ 1 

8 

Aglutinados pequenos, fundo 
roseo 

1 + 

5 

Aglutinagao pouco visfvel, 
fundo avermelhado 

w+ ou +/- 

2 

Ausencia de aglutinagao 

0 

0 


Nota: A reatividade deve ser avaliada apos homogeneizagao sua¬ 
ve e completa ressuspensao do botao de eritrocitos formado com 
a centrifugate w+ ou + 1 - = reagao fraca. 

Fonte: Adaptada de American Association of Blood Banks . 2 


O sistema ABO e o mais importante na medicina 
transfusional. Os anticorpos envolvidos na in- 
compatibilidade ABO pos-transfusional sao da 
classe IgM e IgG e sao potentes ativadores das 
proteinas do sistema complemento, provocando 
hemolise intravascular imediata e podendo levar 
o paciente a obito. A incompatibilidade ABO ma- 
terno-fetal raramente desencadeia uma DHFN 
grave, apresentando um carater benigno na maio- 
ria das vezes. 

O sistema ABO e considerado um sistema de 
histocompatibilidade, por estar presente maioria 
das celulas epiteliais, celulas endoteliais, linfocitos 
e plaquetas e se apresentar na forma soluvel em 
secre^oes como saliva e todos os fluidos corporais 
(exceto Hquido cerebrospinal). 

:: ANTIGEN OS ABO 

Os antigenos ABO sao sintetizados na membrana 
eritrocitaria pela adi^ao de carboidratos a uma ca- 
deia precursora glicoproteica ou glicolipidica. O 
gene ABO esta localizado no cromossomo 9q34 e 
codifica enzimas glicosiltransferases que adicio- 
nam moleculas de carboidratos na cadeia precur¬ 
sora, O gene A codifica a enzima N-acetilgalacto- 
saminiltransferase, que adiciona uma molecula de 
N-acetilgalactosamina, e o gene B codifica a enzi¬ 
ma D-galactosiltransferase, que adiciona uma 
molecula de D-galactose. A Figura 14.1 mostra a 
estrutura bioquimica dos antigenos H, A e B. A 
expressao dos antigenos A e B e regulada pelo 



Antigeno H 


Antfgeno A Antigeno B 
GALNAC GAL 


FUC 





FIGURA 14.1 Estrutura bioquimica dos antigenos 
H,AeB. 


FUC, fucose; GALNAC, N-acetil-galactosamina; GAL, O-galactose. 


gene H ( FUT1 ). O gene H codifica a enzima L-fu- 
cosil-transferase, responsavel pela sintese da mo¬ 
lecula de L-fucose (antigeno H), que e adicionada 
a cadeia precursora. Individuos do grupo O ex- 
pressam uma enzima nao funcional e apresentam 
o antigeno H intacto. Na ausencia do antigeno H, 
os antigenos A e B nao sao expressos na membra¬ 
na eritrocitaria. Raros individuos que tern o gene 
hh nao expressam o antigeno H e sao conhecidos 
como fenotipo Bombay. 

Os antigenos A, B e H podem ser expressos 
tambem na saliva, na forma de glicoproteinas, em 
individuos que apresentam o gene secretor Se. A 
pesquisa na saliva auxilia a classifica^ao dos sub- 
grupos ABO. 

O sistema ABO apresenta quatro fenotipos 
principals A, B, AB e O. A Tabela 14.2 mostra os 
principals fenotipos ABO. Os subgrupos ABO sao 
fenotipos que diferem na quantidade de antigenos 
A e B expressa na membrana eritrocitaria. Os sub¬ 
grupos de A sao os mais frequentes, e os subgru¬ 
pos de B sao muito raros. A maioria dos indivi¬ 
duos do grupo A e do subgrupo A, (80%) e 20% e 
do subgrupo A 2 ou subgrupos mais fracos. Indivi¬ 
duos A t e A 2 diferem qualitativa e quantitativa- 
mente na expressao do antigeno A, com uma rea¬ 
tividade de 4+ com anti-A, nao apresentando 
problemas na sua identificarpao sorologica. 

A expressao dos antigenos ABO e maxima en- 
tre 2 e 4 anos de vida, sendo recomendada a repe- 
ti^ao posterior de uma tipagem ABO duvidosa em 
recem-nascidos. 

:: SUBGRUPOS ABO FRACOS 

Os subgrupos ABO fracos (A 3 , A x , A m , A el , B 3 , B x , 
B m ) apresentam rea^oes sorologicas com menor 
reatividade (0 a 2+), podendo nao ser detectados 
com anti-A ou anti-B. Assim, e de fundamental 
importancia a pesquisa de anticorpos ABO no 
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TABELA 1 

4.2 Fenotipos ABO 

fen6tipo 

gen6tipo 

ANTlGENOS 

(ERITROCITOS) 

ANTICORPOS 

(SORO/ 

PLASMA) 

A t 

AM 1 , A 1 A 2 , 
AW 

Ai 

Anti-B 


AW, A 2 0 

a 2 

Anti-B, 

anti-Al (1-8% 
dos casos) 

B 

BB, BO 

B 

Anti-A 

A,B 

A'B 

a,b 

Ausentes 

A 2 B 

A 2 B 

a 2 b 

Ausentes, 
anti-Al (22- 
35% dos casos) 

0 

00 

H 

Anti-A, -B, -AB 


Fonte: Adaptada de Girello e Kuhn 1 e Harmening . 3 

soro ou plasma (prova reversa) para detectar a 
presen^a de um fenotipo A fraco. O subgrupo A 3 
apresenta uma reatividade 2+ com anti-A e dupla 
popula 9 ao com celulas aglutinadas e celulas nao 
aglutinadas (campo misto). O campo misto obser- 
vado nesse subgrupo ocorre devido a present a de 
eritrocitos com mais de 2 mil sitios do antigeno A 
(aglutinam) e eritrocitos com menos de 2 mil si¬ 
tios do antigeno A (nao aglutinam). 

As lectinas anti-Al (Dolichos biflorus ) e anti-H 
(Uleux europaeus ) podem ser utilizadas para dife- 
renciar subgrupos ABO. A lectina anti-Al agluti- 
na eritrocitos A1 e nao aglutina outros fenotipos 
de A. Essa rea^ao e explicada porque a enzima A 2 
nao consegue ligar carboidratos na cadeia ramifi- 


cada e sim nas cadeias lineares, sintetizando um 
antigeno qualitativamente diferente do Al. Essa 
diferen 9 a antig£nica tambem e demonstrada pela 
forma 9 ao de anticorpos naturals anti-Al em 1 a 
8% dos individuos A 2 e 22 a 35% dos individuos 
A 2 B. 

A lectina anti-H aglutina eritrocitos com anti¬ 
geno H nao convertido em antigeno A. Os fenoti¬ 
pos A fracos apresentam glicosiltransferases com 
menor atividade, e o eritrocito permanece com 
um numero maior de sitios H. As sim, a reativida¬ 
de com anti-H e negativa com eritrocitos A L e au- 
menta gradativamente com os fenotipos A fracos. 
No laboratorio, os subgrupos A fracos podem ser 
classificados de acordo com a intensidade de aglu- 
tina9ao com os antissoros anti-A e anti-A,B, a lec¬ 
tina anti-Al, a presen 9 a de anti-Al, a presen 9 a dos 
antigenos A e H na saliva, os testes de adsor9ao- 
-elui9ao, a genotipagem eritrocitaria ABO e os es- 
tudos familiares. A Tabela 14.3 mostra a reativi¬ 
dade observada em subgrupos de A e B. 

:: ANTICORPOS ABO 

Os anticorpos ABO estao ausentes ao nascimento 
e sao produzidos entre 3 e 6 meses de vida. Sao 
anticorpos naturais, pois sua forma 9 ao nao neces- 
sita de aloimuniza 9 ao por transfusao sanguinea 
ou gesta9ao. Os anticorpos ABO tambem sao re- 
gulares, pois estao presentes na maioria dos indi¬ 
viduos e podem estar ausentes em situa 9 oes espe- 
cificas como em idosos e imunossuprimidos, alem 
de recem-nascidos. A hipotese mais aceita e que os 
anticorpos ABO sao produzidos contra carboi¬ 
dratos de bacterias presentes na microbiota intes- 


TABELA 14.3 Reatividade observada em subgrupos de A e B 






ANTISSOROS 

LECTINA 

LECTINA 

ERITROCITOS 

SALIVA 

fen6tipo 

ANTI-A 

ANTI-B 

ANTI-A.B 

ANTI-A1 

ANTI-H 

Al 

B 

0 

(SECRETORES) 

Al J 

4+ 

0 

4+ 

3+/4+ 

0 

0 

4+ 

0 

A, H I 

a 2 

4+ J 

0 

4+ 

0 

2+ 

0/2+* 

4+ 

0 

A, H 

^3 

2+ crn 

0 

2+ cm 

0 

3+ 

0/2+* 

4+ 

0 

A, H 

A x 

0/± 

0 \ 

1-2+ 

0 

4+ 

0/2+ 

4+ 

0 

H 

A e | 

0 

0 

0 

0 

4+ 

0/2+ 

4+ 

0 

H 

B 

0 

4+ 

4+ 

0 

0 

4+ 

0 

0 

B, H 

b 3 

0 

1+ cm 

2+cm 

0 

4+ 

4+ 

n ° 

0 

B, H 

B x 

0 

0/± 

0/2+ 

0 

4+ 

0 

0 

0 

B, H 


*A ocorrencia de anti-Al nesses fenotipos e variavel. 0, ausencia de aglutinagao; 1+ a 4+, intensidade da hemaglotina^ao; ±, aglutina^ao 
fraca; cm, campo misto (ver Gradua^ao da reagao de aglotinagao e escore numerico). 

Fonte: American Association of Blood Banks . 2 
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tinal que mimetizam os antigenos ABO. Os anti- 
corpos sao produzidos contra o antigeno que esta 
ausente no individuo. Por exemplo: individuo do 
grupo A produz anticorpos anti-B, individuo do 
grupo B produz anticorpos anti-A, individuo do 
grupo O produz anti-A e anti-B e individuo do 
grupo AB nao produz anticorpos ABO; ver a Ta- 
bela 14.2. Anticorpos da classe IgM sao predomi- 
nantes em individuos dos grupos A e B e, em indi- 
viduos do grupo O, predomina o isotipo IgG. A 
DHFN e mais comum em gestantes do grupo O, 
que apresentam IgG anti-A e anti-B em maior ti- 
tulo. Individuos do grupo O tambem sintetizam 
um anticorpo anti-A,B, que reconhece um epito- 
po comum dos antigenos A e B. 

:: TIPAGEM SANGUINEA ABO 

E imprescindivel que a tipagem sanguinea ABO 
seja realizada utilizando a prova direta, que pes- 
quisa os antigenos A e B, e a prova reversa, que 
detecta anticorpos ABO (ver Metodos laborato- 
riais, metodo 1 [Quadro 14.2]). 

A prova direta e realizada testando-se eritro- 
citos do paciente com anticorpos monoclonais es- 
pecificos anti-A e anti-B. O antissoro anti-AB e 
opcional quando a tipagem sanguinea e realizada 
com anticorpos monoclonais. A prova reversa 
pesquisa anticorpos anti-A e anti-B no soro ou 
plasma do paciente testado com hemacias reagen¬ 
tes fenotipados A t e B. A prova reversa sempre 
deve ser realizada, exceto em crian^as com idade 
inferior a 4 meses e para confirmar a tipagem san¬ 
guinea de doadores de sangue ja fenotipados. A 
tecnica de tipagem sanguinea ABO esta descrita 
no item Metodos laboratoriais, metodo 1 (Quadro 
14.2). A Igura 14.2 demonstra o resultado de 
uma tipagem sanguinea de individuo do grupo A, 
realizada pelo metodo em tubo. 

:: DISCREPANCY ABO 

As provas direta e reversa sao complementares e 
resultado s discrepantes devem ser esclarecidos an¬ 
tes da libera^ao dos resultados. As discrepancias 
ABO podem ocorrer por altera^oes nos antigenos, 
no soro/plasma ou devido a erros laboratoriais. 

Em caso de uma discrepancia ABO, erros labo¬ 
ratoriais sempre devem ser investigados. Os erros 
laboratoriais podem ocorrer devido a troca de 
amostras, suspensao de eritrocitos com concentra- 
<;ao que nao corresponde ao preconizado (2-5%), 
nao adi^ao de reagentes, procedimento diferente do 
preconizado pelo fabricante, centrifuga^ao incor- 


rl» 

Prova direta: Antigeno A Prova reversa: Anticorpo Anti-B 


FIGURA 14.2 Tipagem sanguinea ABO de 
individuo do grupo A pelo metodo em tubo. 


Nota: 0 antissoro anti-AB e opcional quando a tipagem sanguf- 
nea e realizada com anticorpos monoclonais. 

A, anti-A; B, anti-B; AB, anti-AB; RA1, hemacias reagentes A,; RB, 
hemacias reagentes B; 0, ausencia de agiutinagao; 4+, aglutinagao 
com formagao de um aglutinado solido (ver Graduagao da reagao 
de aglutinagao e escore numerico). 

reta e interpreta^ao e transcri^ao incorretas. A pri- 
meira providencia e repetir a fenotipagem ABO. A 
repeti^ao pode ser realizada utilizando-se eritroci¬ 
tos lavados com solu^ao salina e reagentes novos e, 
se ainda assim o resultado entre a prova direta e 
reversa permanecer discrepante, testes adicionais 
devem ser realizados. 

A Figura 14.3 mostra um exemplo de discre¬ 
pancia ABO na prova direta pela presen^a do fenoti- 
po fraco A X B. A tipagem sanguinea foi realizada pelo 
metodo de gel-teste (BIO-RAD®). A prova direta 
apresentou um resultado B e, na prova reversa, nao e 
observada a presen 9 a esperada de anticorpos anti-A, 
demonstrando ser um individuo do grupo AB. Se a 
prova reversa nao fosse realizada, o resultado dessa 
tipagem sanguinea seria incorretamente liberado 
como B. Essa discrepancia poderia ser tambem de- 
corrente de uma amostra de paciente com hipoga- 
maglobulinemia com prova reversa discrepante (p. 
ex.: tipagem sanguinea B com ausencia de anti-A). 

:: RESOLVENDO DISCREPANCIAS ABO 

Se erros laboratoriais forem excluidos com a repe- 
ti^ao do ensaio e houver permanencia da discre¬ 
pancia, as possibilidades a seguir devem ser consi- 
deradas e investigadas. 

Ausencia ou diminuigao de antigenos 

A diminui^ao ou perda de reatividade dos antisso- 
ros com os antigenos pode ser explicada pela pre- 
sen^a de subgrupos ABO fracos, transfusao san¬ 
guinea, transplantes ou processos patologicos, 
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A B D 

cti 

A, B 

0 4+ 3+ 

0 

0 0 

Prova direta 


Prova reversa 

B 


AB 

FIGURA 14.3 Discrepancia ABO na prova direta 

por subgrupo AxB*. 




Notas: *Subgrupo confirmado com lectinas anti-AI e anti-H e 
adsorgao-eiuigao. Metodo gel-teste B!0-RAD®. 

A, anti-A; B, anti-B; D, antf-D; ctl, controle; A 1r eritrocitos A,; B, eritro- 
citos B; 0, ausencia de agfutinagao; 3+/4+, intensidade da aglutina- 
gao (ver Metodologias utifizadas na imuno-hematologia eritrocitaria). 

como leucemia. Reagoes fracas ou negativas dis- 
crepantes podem ser repetidas com incubagao por 
30 minutos em temperatura ambiente e, se neces- 
sario, mais 30 minutos a 4 °C (ver Metodos labo- 
ratoriais, metodo 6 [Quadro 14.7]), utilizando 
sempre um controle negativo da reagao (p. ex.: 
soro/plasma do paciente e eritrocitos do grupo O). 
Para comprovar a presenga dos antigenos ABO, 
pode ser realizada a pesquisa dos antigenos A, B e 
H na saliva (para individuo secretor) ou a genoti- 
pagem do locus ABO. 

Reagoes inesperadas com antissoros 
(prova direta) 

Formagao de rouleaux 

A formagao de rouleaux e a causa mais comum de 
discrepancia de tipagem sanguinea. O rouleaux 
ocorre devido a alteragao na prop or 9 ao das con¬ 
centrates de albumina/globulina em situates 
patologicas como mieloma multiplo, crioglobuli- 
nemia, cirrose e hiperfibrinogenemia causada por 
infecgoes. Os eritrocitos aparecem ao microscopio 
optico empilhados como moedas. A tecnica de 
substituigao do soro/plasma por salina pode ser 
usada para diferenciar rouleaux de aglutinagao 
especifica (ver Metodos laboratoriais, metodo 8 
[Quadro 14.9]). 

Fenotipo B adquirido 

O fenotipo B adquirido e observado em pacientes 
com quadro de bacteremia como obstrugao gas- 
trintestinal ou malignidade intestinal. O antigeno 
A e modificado por deacetilagao enzimatica e 
convertido em antigeno B -like, provocando uma 


aglutinagao geralmente fraca ( 2 + ou menos) com 
anti-B clone ES-4. Nesse caso, o paciente aparenta 
ter uma tipagem sanguinea AB, e a discrepancia 
pode ser detectada pela prova reversa, que indica 
um resultado A (presenga de anti-B). Para confir- 
mar esse resultado, pode ser realizada a tipagem 
com clone diferente de anti-B, a pesquisa dos anti¬ 
genos A e B na saliva (para paciente secretor) ou a 
genotipagem eritrocitaria. 

Poliaglutinagao 

A poliaglutinagao e caracterizada pela aglutina¬ 
gao dos eritrocitos com todos antissoros e pode 
ser ocasionada por um processo infeccioso ou he- 
ranga genetica. Um exemplo e a ativagao do anti¬ 
geno T que ocorre pela clivagem do acido N-ace- 
til-neuraminico (acido sialico) por enzimas 
bacterianas ou virais, expondo cripto antigen os 
nos eritrocitos. 

Fenotipos B(A) e A(B) 

O fenotipo B(A) e caracterizado pela expressao 
fraca do antigeno A em eritrocitos do grupo B. Os 
eritrocitos de individuos B(A) reagem fortemente 
com anti-B e apresentam reagao fraca (< 2+) com 
antissoro monoclonal anti-A (geralmente clone 
MHO4), e a prova reversa tern uma forte reativi- 
dade com eritrocitos A T e A 2 . Essa discrepancia 
pode ser esclarecida com a utilizagao de anti-A 
policlonal ou com clone diferente do MH04. O 
fenotipo A(B) tern sido identificado com anti-B 
monoclonal e foi associado com concentragoes 
plasmatic as elevadas do antigeno H e atividade 
plasmatica da transferase H. 

Eritrocitos sensibitizados com anticorpos IgG 

Os eritrocitos sensibilizados por IgG (teste de 
Coombs direto positivo) podem aglutinar espon- 
taneamente com antissoros com alta concentra- 
gao proteica. A tipagem ABO pode ser repetida 
apos a dissociagao de IgG pela tecnica da cloro- 
quina seguida da tecnica de bloqueio (ver Meto¬ 
dos laboratoriais, metodos 9 e 10 [Quadro 14.10 e 
14.11]). 

Eritrocitos sensibilizados com anticorpos IgM 

Os eritrocitos de pacientes com crioaglutininas 
IgM podem aglutinar espontaneamente. Em caso 
de suspeita de presenga de crioaglutininas, o teste 
pode ser repetido apos a lavagem dos eritrocitos 
com solugao salina aquecida a 37 °C ou usando a 
tecnica pre-aquecida (ver Metodos laboratoriais, 
metodo 4 [Quadro 14.5]). A tipagem sanguinea 
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pode ser realizada tambem com eritrocitos pre- 
viamente tratados com ditiotreitol (DTT) que 
destroi IgM. 

Sangue de cordao umbilical 

O sangue de cordao umbilical contem a geleia de 
Wharton, que pode causar hemaglutina^ao ines- 
pecifica. A fenotipagem de sangue de cordao um¬ 
bilical deve ser realizada apos 6 a 8 lavagens com 
solu 9 ao salina (NaCl 0,9%) para evitar resultado 
falso-positivo. 

Reaqoes inesperadas com eritrocitos 
A 1 e B (prova reversa) 

Diminuigao ou perda de reatividade 
do soro/pfasma do paciente 

A diminui^ao ou perda da reatividade do soro/ 
plasma do paciente esta relacionada com a idade 
(< 4 meses de vida ou idosos), hipogamaglobuline- 
mia ou transplantes. Rea^oes fracas ou negativas 
discrepantes podem ser repetidas com incuba^ao 
por 30 minutos em temperatura ambiente e, se ne- 
cessario, mais 30 minutos a 4 °C (ver Metodos la- 
boratoriais, metodo 6 [Quadro 14.7]), utilizando 
sempre um controle negativo da rea<;ao (p. ex.: 
soro/plasma do paciente e eritrocitos do grupo O). 

Aglutinagdes inespedficas 

Aglutina^oes inespedficas podem ser observadas 
pela presen^a de autoanticorpos frios (p. ex., anti-I), 
aloanticorpos frios (p. ex., antim), anti-Al em in- 
dividuos A 2 , em pacientes transplantados, apos 
transfusao de hemocomponentes contendo plas¬ 
ma e format ao de rouleaux. 

A presen^a de anti-Al pode ser confirmada 
pela realiza^o da prova reversa com eritrocitos 
A l5 A 2 e O, e a confirma 9 ao de subgrupo, com lec- 
tinas anti-Al e anti-H. Aloanticorpos frios podem 
ser confirmados pela identifica 9 ao de anticorpos 
irregulares com painel de hemacias fenotipadas. 
A tecnica de substitu^ao do soro/plasma com sa¬ 
lina pode ser usada para diferenciar rouleaux de 
aglutina 9 ao especifica (ver Metodos laboratoriais, 
metodo 8 [Quadro 14.9]). 


SISTEMA Rh 


O sistema Rh e o segundo mais importante na me- 
dicina transfusional. Anticorpos esperificos con¬ 
tra antigenos Rh (ex. anti-D, anti-c) podem causar 
rea 9 ao hemolitica pos-transfusional e DHFN gra¬ 
ve. O sistema Rh e o maior e mais complexo dos 
sistemas de grupos sanguineos. 


:: ANTIGENOS Rh 

Foram identificados pelo menos 50 antigenos Rh, 
e os cinco principais sao o D, C, c, E, e. Os antige¬ 
nos Rh sao codificados por um par de genes ho¬ 
mologos RHD e RHCE , localizados no cromosso- 
mo lp36.11, com 10 exons cada. Os genes RHD e 
RHCE estao localizados muito proximos um do 
outro e orientados em didoes opostas. O gene 
RHD codifica a protein a D, e o gene RHCE codifi- 
ca as proteinas C, c, E, e. As proteinas RhD e 
RhCE tern 417 aminoacidos, diferem entre si em 
31 e 35 aminoacidos e sao moleculas hidrofobicas 
que atravessam a membrana eritrocitaria 12 ve- 
zes, com seis loops externos. A Figura 14.4 mostra 
os genes e antigenos do sistema Rh. 



FIGURA 14.4 Genes e antigenos do sistema Rh 


Fonte: Adaptada de Daniels . 4 


A maioria dos individuos RhD negativos 
apresentam dele 9 ao completa do gene RHD. O 
antigeno D e altamente imunogenico e clinica- 
mente o mais importante do sistema Rh. A expo- 
si 9 ao de um individuo RhD negativo ao antigeno 
D com frequ£ncia induz a forma 9 ao de anticor¬ 
pos (aloimuniza 9 ao) anti-D. A transfusao de 
sangue RhD incompatfvel (200 mL ou mais) e 
responsavel pela aloimuniza 9 ao de 85% dos indi¬ 
viduos RhD negativos. Entretanto, a exposi 9 ao a 
pequenos volumes (0,5-1 mL) de sangue incom- 
pativel pode induzir uma resposta imune humo¬ 
ral para produ 9 ao do anti-D. 


:: ANTIGENOS D VARIANTES 

O antigeno D possui 30 epitopos identificados por 
anticorpos monoclonais. A substitu^ao de um 
unico aminoacido na proteina Rh pode afetar a 
expressao de epitopos ou expressar epitopos no- 
vos. Os antigenos D variantes se originam de poli- 
morfismos de nucleotideos linicos (SNPs, do in¬ 
gles single nucleotide polymorphism ) ou de 
algumas altera 9 oes de nucleotideos, resultando 
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em substitutes de aminoacidos na proteina 
RhD e conversao genica entre os genes RHD e 
RHCE, originando um gene hibrido com substi¬ 
tution de parte do gene RHD por uma sequencia 
correspondente do gene RHCE. 

Os testes moleculares demonstraram uma 
pletora de alelos RHD classificada em D fraco, D 
parcial e DEL. 

D fraco 

O ter mo D u foi substituido pelo termo D fraco. A 
variante D fraco ocorre devido a substitutes de 
aminoacidos na regiao intracelular ou transmem- 
branaria da proteina D. A Figura 14.5 ilustra as 
substitutes de aminoacidos na membrana eri¬ 
trocitaria nas variantes D fraco e D parcial. Os 
epitopos estao preservados, e a alteraifao e quanti¬ 
tativa, com diminui^ao do numero de sitios do 
antigeno D na membrana eritrocitaria, variando 
de 60 a 3.800 sitios de D/eritrocito. A prevalencia 
do D fraco varia de 0,2 a 1% em brancos; a maioria 
(> 90%) e D fraco tipo 1 (DF1), DF2 e DF3 e nao 
produz anti-D. Entretanto, pacientes com os feno- 
tipos D fraco tipo 4.0, 4.2, 11, 15, 21 e 57 foram 
associados com a produ^ao de aloanti-D. 

D parcial 

Individuos D parcial perdem um ou mais epitopos 
da proteina D e, quando expostos ao antigeno D 
normal, podem produzir anti-D contra a parte da 


proteina D ausente. A substitui^ao de aminoacidos 
ocorre na regiao extracelular da proteina D. A Fi¬ 
gura 14.5 mostra as substitutes de aminoacidos 
nas variantes D fraco e D parcial. A altera^ao no D 
parcial sempre e qualitativa, ocasionada pela perda 
(ou ganho) de epitopos da proteina D. Alem da alte- 
ra^ao qualitativa, o D parcial tambem pode possuir 
altera^ao quantitativa, com redu^ao do numero de 
sitios do antigeno D na membrana eritrocitaria. 

A variante D parcial e classificada em catego- 
rias (DII a DVII) e por nomes como DBT, DFR e 
DHAR. A reatividade do D parcial com anti-D 
pode variar apresentando uma rea^ao mais fraca 
(DVI), similar (Dill) ou mais forte (DIV) em rela- 
^ao ao antigeno D normal. A diferen^a de reativi¬ 
dade esta relacionada com o numero de sitios do 
antigeno D/eritrocito, variando de 13.000-24.000 
no D normal, de 3.000 no DVI tipo 2 e 33.000 no 
Dill tipo 4. 

A variante DVI tern altera^ao quantitativa, 
com reatividade na fase de antiglobulina humana 
(AGH) como o D fraco e altera^ao qualitativa com 
a perda dos epitopos 1, 2,4, 5,6 e 8. A Figura 14.6 
compara as variantes D fraco e D parcial com o D 
normal. Estudos moleculares demonstraram que 
individuos DVI tern um gene hibrido com substi- 
tui^ao dos exons 3,4,5 e 6 do gene RHD por exons 
do gene RHCE. A Figura 14.7 mostra um diagra- 
ma dos genes RHD parcial DVI. 



FIGURA 14.5 Variantes D fraco e D parcial. 


D fraco, substitute de aminoacidos na regiao intracelular e transmembranaria da proteina D (em preto); D parcial, substitute de aminoaci¬ 
dos na regiao extracelular da proteina D (em cinza). 


Fonte: Adaptada de Flegel e Wagner . 5 
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FIGURA 14.6 Comparagao do D fraco e D parcia! com o D normal. 


Nota: Grculos representarr a membrana eritrocitaria. Numeros 123 representam arbitrariamentetres epftopos da proteina D. D normal apresen- 
ta todos os epftopos sem alteragao quantitativa; D fraco apresenta todos os epftopos com diminufgao dos sftios de D (alteragao quantitativa); 
D parcial, alteragao qualitativa com perda de epftopo, mas com numero de sftios RbD inalterados; DVI, D parcia! com diminui^ao dos sftios 
de D (alteragao qualitativa e quantitativa). 

Fonte: Adaptada de Flegel e colaboradores . 6 




DVI - 1 
DVI - 2 



FIGURA 14.7 Diagrams dos genes RHD parcial DVI. Exons do gene RHD em preto; exons do gene RHCE em branco. 


Fonte: Adaptada de Daniels . 4 


DEL 

Os eritrocitos DEL expressam uma quantidade 
extremamente diminuida de sftios da proteina D 
(< 36 sitios de D/celuIa) e nao sao detectados pela 
tipagem sanguinea convencional. O DEL so pode 
ser demonstrado por meio de tecnicas de adsor- 
^ao-elui^ao ou genotipagem RHD. A variante 
DEL e observada em 10 a 30% dos individuos 
asiaticos classificados sorologicamente como 
RhD negativo. A transfusao sanguinea de eritro¬ 
citos de doadores DEL pode induzir a produ^ao de 
anti-D em pacientes RhD negativo. 

:: FENOTIPAGEM RhD, 

QUAL REAGENTE ESCOLHER? 

Os primeiros reagentes anti-D utilizados na roti- 
na eram policlonais de origem humana. A tecno- 
logia dos anticorpos monoclonais associada com a 
escassez de anticorpos policlonais humanos in- 
centivou a substitui^ao dos anti-D policlonais por 
anti-D monoclonais. Por essa razao, na maioria 
dos laboratories, a fenotipagem RhD e realizada 
com anti-D monoclonais (mAb). 

Napraticalaboratorial, a classifica^ao sorologi- 
ca do D normal, D fraco e D parcial nao e simples. 


A escolha do reagente anti-D deve ser criteriosa. 
Estao disponiveis varios clones de anti-D monoclo¬ 
nais que podem ser da classe IgG ou IgM ou uma 
mistura dos dois (blend). O anticorpo anti-D IgM 
reage a temperatura ambiente, e o anti-D IgG reage 
ate a fase da antiglobulina humana (AGH, soro de 
Coombs) para a pesquisa do D fraco. 

Os anticorpos anti-D mAb reconhecem epito- 
pos da proteina D e, dependendo do clone utiliza- 
do, podem nao ser detectadas D variantes. A va¬ 
riante DVI e a mais comumente associada com a 
produ^ao de aloanti-D; assim, alguns autores nao 
recomendam utilizar antissoros que detectam 
DVI (DVI+) para realizar a fenotipagem dos pa¬ 
cientes (receptores de sangue e gestantes). Pacien¬ 
tes DVI devem ser consider ados RhD negativos 
para fins de transfusao sanguinea e imunoprofila- 
xia Rh. No Reino Unido, e recomendada a fenoti¬ 
pagem de pacientes com dois anti-D IgM mAb 
potentes, que nao detectam DVI (DVI-) e que nao 
seja realizada a fase da antiglobulina. 

Em doadores de sangue, devem ser utilizados 
antissoros que detectam a maioria dos D variantes, 
e o teste deve ser realizado ate a fase da antiglobu¬ 
lina. Todos os D variantes devem ser considerados 
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D+. Tanto em doadores como em receptores de 
sangue, recomenda-se a utiliza^ao de dois reagen- 
tes anti-D, um que detecta DVI (DVI+) e outro que 
nao detecta DVI (DVI-). Em receptores, se houver 
discrepancia entre os dois antissoros, deve-se in- 
vestigar a presen^a de D fraco e D parcial. 

Sorologicamente, um indivfduo pode ser clas- 
sificado como RhD positivo (aglutina^ao direta), 
RhD negativo (ausencia de aglutina^ao) e RhD 
fraco. A denominateao D fraco e utilizada quando 
os eritrocitos nao aglutinam com anti-D na centri- 
fuga<eao imediata (aglutina^ao direta), mas agluti¬ 
nam apos a adi^ao da antiglobulina humana. O D 
fraco varia entre 0,1 a 2%, dependendo da popula- 
<j:ao analisada. Mais de 90% dos individuos D fraco 
(DF) sao DFI, DF2 e DF3, que naoproduzem anti-D. 
Entretanto, cerca de 5 a 10% dos fenotipos classifi- 
cados sorologicamente como D fraco (aglutina^ao 
< 2+) sao D parcial fraco, por exemplo, o DVI, e 
podem produzir aloanticorpo anti-D. Por esse 
motivo, alguns autores recomendam que gestantes 
e receptores de sangue classiflcados como D fraco 
com anti-D (DVI+) mAb IgG ou blend (IgM+IgG) 
sejam considerados RhD negativo para fins de 
transfusao sanguinea e imunoprofilaxia Rh. Os 
fenotipos DEL e D fraco com baixa densidade an- 
tigencia podem ser classificados erroneamente 
como RhD negativos devido a sensibilidade dos 
testes sorologicos na fase de AGH (150-500 mole- 
culas de IgG/eritrocito). A Figura 14.8 mostra o 
resultado esperado dos testes sorologicos para o 
antigeno D e variantes D fraco e D parcial. 



Notas: 0s eritrocitos que aglutinam com anti-D na fase de AGH 
sao classificados como D fraco (DF). DFI e DF2 podem ser detecta- 
dos na aglutlnagao direta com anti-D mAb. Fenotipos DEL e D 
fraco com baixa densidade antigenica podem ser classificados er¬ 
roneamente como D-. 

D+, RhD positivo; D-, RhD negativo; AGFi, antiglobulina humana 
(soro de Coombs). 


Na sele^ao do antissoro anti-D monoclonal 
para a rotina laboratorial, deve ser considerado 
qual o epitopo sera detectado pelo clone do antis¬ 
soro. Dependendo do clone de anti-D utilizado, 
um paciente DVI pode ser classificado sorologica¬ 
mente como D positivo (clone ESD-1M), D fraco 
(clone MS-26) ou D negativo (clone MS-201). Se o 
paciente for uma gestante ou um receptor de san¬ 
gue, recomenda-se utilizar o clone MS-201 na ro¬ 
tina laboratorial. Por outro lado, se for um doador 
de sangue, os clones MS-26 e/ou ESD-1M devem 
ser utilizados pelo banco de sangue. A Tabela 14.4 
mostra os principais clones de anti-D monoclo- 
nais utilizados na rotina laboratorial. 


TABELA 14.4 Anti-D monoctonais utilizados na 
rotina laboratorial 

CLONE 

CLASSE DO 

ANTICORPO 

EPlTOPO 

DETECTADO 

DETEC^AO DE 
DVI 

ESD-1M 

igM 

9 

+ 

(aglutinagao 

direta) 

RUM1 

igM 

6/7 

- 

TH28 

igM 

6/7 

- 

MS-201 

IgM 

6/7 

- 

MS-26 

[ igG 

3/9 

+ 

(fase de AGH) 

ESD-1 

IgG 

9 

+ 

(fase de AGH) 

LDM-1 

IgM 

6/7 

(pode detecta r 
DHAR) 


Fonte: Bromilow . 7 


• Rhnui) 

As proteinas do sistema Rh formam um complexo 
na membrana eritrocitaria. A expressao das pro¬ 
teinas RhD/RhCE esta associada com a expressao 
da proteina RhAG, codificada pelo gene RHAG, 
que esta localizado no cromossomo 6. Outras pro¬ 
teinas tambem fazem parte do complexo Rh, como 
CD47, LW(ICAM-4), glicoforina B e banda 3. 

A ausencia de antigenos Rh na membrana 
eritrocitaria e conhecida como Rh null . Individuos 
Rh null apresentam esferocitos e estomatocios e di- 
ferentes graus de anemia. O Rh null e classificado 
em dois tipos, o regulador e o amorfo. O Rh null 
tipo regulador e causado por muta^oes no gene 
RHAG , e as proteinas Rh ou RhAG nao sao ex¬ 
press as na membrana eritrocitaria. O Rh null tipo 
amorfo e causado por muta^oes no gene RHCE 
com dele^ao do gene RHD. Individuos Rh nul tipo 
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FIGURA 14.9 Fenotipagem Rh pelo metodo de gel-teste de um individuo: (A) Fenotipo RhD negative com 
expressao dos antigenos 'c' e 'e' (ccddee)*; (B) Fenotipo Rhnull .** 


Notas: *Nao ha expressao do antlgeno D; estao expressos os antigenos 'e'e 'e'. 

** Nao ha expressao dos antigenos Rh (D, C, c, E, e). 

A, anti-A; B, anti-B; D, anti-D; ctl, controle; A 1( eritrocitos A,; B, eritrocitos B; D, C, C w , c, E, e, antigenos Rh; Kelt, antigeno K. 


amorfo nao expressam proteinas Rh e tem expres¬ 
sao reduzida da proteina Rh AG. 

A Figura 14.9A mostra o resultado de fenoti¬ 
pagem Rh de um individuo do grupo O RhD ne- 
gativo com expressao dos antigenos V e ‘e 5 (fenoti¬ 
po rr = ce/ce). A Figura 14.9B mostra o resultado 
de tipagem sanguinea de um individuo do grupo 
A com fenotipo Rh null . Pelo resultado da tipagem 
sanguinea, esse individuo seria classificado erro- 
neamente como RhD negativo. Entretanto, de 
modo diferente do RhD negativo, os antigenos Rh 
(D, C, C w , c, E, e) estao ausentes no fenotipo 
Rh null . Os individuos Rh nulJ produzem anticorpos 
anti-Rh29, que reagem contra antigenos Rh de 
alta frequencia. Por esse motivo, so podem rece- 
ber transfusao sanguinea de do ado res Rh ni]11 . 

:: TIPAGEM SANGUINEA RhD 

A tipagem sanguinea RhD deve ser realizada uti- 
lizando anti-D e controle do Rh. A Figura 14.10 
mostra o resultado de uma tipagem sanguinea 
RhD pelo metodo em tubo. A escolha do reagente 
anti-D deve seguir os criterios descritos anterior- 
mente. O controle de Rh contem todos os reagen- 
tes do anti-D, exceto o anticorpo anti-D, deve ser 
da mesma marc a/fabric ante do anti-D e deve 
apresentar um resultado negativo. Um resultado 


positivo invalida a classifica^ao RhD e deve ser 
investigado antes da libera^ao do resultado (ver 
Metodos laboratoriais, metodo 2 [Quadro 14.3]), 



FIGURA 14.10 Tipagem sanguinea RhD positivo 
peio metodo em tubo. 


RhD, anti-D; C, controle de Rh. 0, ausencia de aglutinagao; 4+, 
aglotinagao com formagao de urn aglutinado sotido (ver Gradua- 
gao da reagao de aglutinagao e escore numerico). 

:: RESOLVENDO DISCREPANCIAS RhD 
Controle de Rh positivo 

O controle de Rh com resultado positivo invalida 
o teste e pode ser devido a erros tecnicos, eritrocitos 
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sensibilizadoas com anticorpos (teste de Coombs 
direto positivo; ex.: anemia hemolitica autoimu- 
ne), poliaglutina^ao, forma^ao de rouleaux e geleia 
de Wharton em sangue de cordao umbilical. A 
primeira providencia e repetir a tipagem sangui- 
nea e, se necessario, lavar previamente os eritroci- 
tos com solu<j:ao salina (NaCl 0,9%) aquecida a 
37 °C. A resolu^ao dessas discrepancias foram 
descritas anteriormente (ver Resolvendo discre¬ 
pancias ABO). 

A Figura 14.11 mostra o resultado de uma ti¬ 
pagem sanguinea ABO e Rh discrepantes com 
controle positivo pelo metodo gel-teste. A amostra 
e de um paciente com anemia hemolitica autoi- 
mune a quente, com teste da antiglobulina direta 
positivo. Caso nao fosse realizado o controle e a 
prova reversa ABO, o resultado poderia ter sido 
liberado equivocadamente como AB RhD positi¬ 
vo. Entretanto, o controle positivo invalida o re¬ 
sultado e devem ser realizadas tecnicas comple- 
mentares, como dissocia<;ao de IgG pela tecnica 
da cloroquina seguida da tecnica de bloqueio (ver 
Metodos laboratoriais, metodos 9 e 10). 



Controle positivo 
Resultado incondusivo 


■ i ii i 


FIGURA 14.11 Fenotipagem ABO e RhD 
discrepantes com controle positivo pelo metodo 
gel-teste (BIO-RAD®). 


Nota: Reaiizar teste da antiglobulina direto (Coombs direto) e se 
positivo, tratar os eritrdcitos com difosfato de cloroquina seguido 
da tecnica de bloqueio e, posteriormente, repetir a tipagem ABO e 
RhD (ver Quadros 14.10 e 14.11). 

A, anti-A, B, anti-B, D, anti-D, ctl, controle, A 1t eritrdcitos A,, B, 
eritrdcitos B. 0 resultado e incondusivo com cti positivo e prova 
direta (AB) discrepante da prova reversa (0). 

Variantes de D 

Anticorpos monoclonais anti-D podem apresentar 
reatividade diferente, dependendo da variante de D. 
Resultados discrepantes entre laboratories podem 
ser decorrentes da utiliza^ao de anti-D mAb de clo¬ 
nes diferentes. As discrepancias na fenotipagem 
RhD podem ser esclarecidas pela genotipagem RHD. 


aloimunizacAo eritrocitAria 


A aloimuniza^ao eritrocitaria e a forma^ao de anti¬ 
corpos (alo anticorpos) quando um individuo e ex- 
posto a eritrocitos que apresentam antigenos nao 
proprios. A aloimuniza$ao pode ocorrer durante a 
gesta^ao por exposi^ao a antigenos paternos, apos 
aborto, gravidez ectopica, transfusao sanguinea e 
transplante. Sao conhecidos mais de 300 antigenos 
eritrocitarios classificados em 30 sistemas. Os anti¬ 
genos podem ser carboidratos (ABO, H, Lewis), 
proteinas de um unico passo (Kell, MNSs), protei- 
nas multipasso (Rh, Duffy, Kidd, Diego) e proteinas 
ancoradas ao glicosil-fosfatidil-inositol - GPI (Cro¬ 
mer, Dombrock). A Figura 14.12 mostra a represen- 
ta<~ao esquematica dos antigenos de grupos sangui- 
neos. A produ^ao de anticorpos pode ocorrer sem a 
sensibiliza^ao com eritrocitos. Neste caso, os anti¬ 
corpos sao classificados como naturals, e alguns 
exemplos sao o anti-Le a , -Le b , -N, -I, -i, -H, -HI. 

Teoricamente, qualquer antigeno poderia indu- 
zir a forma^ao de aloanticorpos antieritrocitarios. 
Entretanto, a aloimuniza^ao depende da genetica do 
individuo (respondedor ou nao respondedor), da 
quantidade de eritrocitos a que o individuo foi ex- 
posto e da imunogenicidade do antigeno eritrocita- 
rio. A imunogenicidade e definida como a habilida- 
de do antigeno em estimular a produ^ao de 
anticorpos em paciente que nao possui esse antige¬ 
no. Os antigenos mais imunogenicos sao, em ordem 
decrescente, D, K (Kell), c, E, k, e, Fy 3 (Duffy), C, Jk a 
(Kidd), S, s, Jk b . Os anticorpos produzidos apos ex- 
posi^ao com antigenos eritrocitarios nao proprios 
podem ser da classe IgM e IgG e sao classificados 
como imunes (formados apos exposi^ao ao antige¬ 
no) e irregulares (nao sao esperados napopula^ao). 

A aloimuniza^ao primaria ocorre apos a pri¬ 
meira exposi^ao ao antigeno eritrocitario nao 
proprio. O tempo de format ao de aloanticorpos 
na aloimuniza^ao primaria varia de semanas a 
meses, de acordo com a especificidade do anticor- 
po. O primeiro antic orpo a ser formado e da classe 
IgM, que, posteriormente, e substituido por IgG. 
Apos cessado o estimulo, celulas B de memoria 
continuam a secretar anticorpos IgG, que pode 
perdurar por varios anos. A concentra^ao de anti¬ 
corpos pode diminuir atingindo uma concentra- 
$ao abaixo do cut-off (valor de corte) sorologico, 
que e de 150 a 500 moleculas de IgG por eritrocito. 
Nesse caso, embora presentes, os anticorpos an¬ 
tieritrocitarios nao sao detectados. 
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FIGURA 14.12 Representagao esquematica dos antfgenos de grupos sangufneos. 


Fonte: Adaptada de Reid e Lomas-Francis . 8 


Ap os a segunda exposi^ao ao antigeno eritro¬ 
citario, ocorre uma resposta imune humoral se¬ 
cundaria ou anamnestica, com a produ^ao princi- 
palmente de IgG. A forma^ao de aloanticorpos e 
rapida, entre 1 a 3 dias, mas pode variar significa- 
tivamente dependendo do antigeno eritrocitario 
envolvido. Schonewille e colab or adores 9 demons- 
traram que, geralmente, anti-Jk a e anti-Jk b esta- 
vam envolvidos em sensibiliza<;des com intervalos 


menores entre a exposi^ao por transfusao sangui- 
nea e a detec^ao do aloanticorpo (< 14 dias), en- 
quanto anti-K e anti-Fy a eram detectados com 
mais de 14 dias. A concentra^ao dos anticorpos 
IgG e IgM pode variar de acordo com o antigeno 
eritrocitario envolvido e a resposta imune indi¬ 
vidual. Alguns anticorpos envolvidos na reai^ao 
hemolitica transfusional, como anti-Le a , -Le b , -N, 
sao da classe IgM. A Figura 14.13 mostra a 



FIGURA 14.13 Resposta imune humoral apos exposi^ao a antfgenos eritrocitarios. 


Notas: *0 tempo para formagao de anticorpos na resposta imune humoral primaria e secundaria pode variar dependendo do antigeno eritro¬ 
citario envolvido, da quantidade de eritrocitos a que o indivfduo foi exposto e de fatores geneticos. A concentragao dos anticorpos IgG e IgM 
pode variar de acordo com o antigeno eritrocitario envolvido e a resposta imune individual. Aiguns anticorpos envolvidos em reagao hemolf- 
tica transfusional sao da classe IgM. A resposta imune secundaria pode ocorrer em ate 14 dias ou mais, dependendo do antigeno eritrocitario 
envolvido, Apos cessado oesttmulo, celulas B de memoria continuam a secretar anticorpos IgG, que pode perdurarporvarios anos. A concen¬ 
tragao de anticorpos pode diminuir (setas pontiihadas), atingindo uma concentragao abaixo do cut-off sorologico, nao sendo detectado no 
teste da antiglobulina. 

Cutt-off sorolbgico (linha pontilhada horizontal), valor de corte dos testes sorologicos na fase de antiglobulina humana, Ag, antigeno, IgM, 
imunoglobulina M, IgG, imunoglobuiina G, moi.IgG, moleculas de IgG. 
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resposta imune humoral primaria e secundaria 
apos exposi^ao a antigenos eritrocitarios. 

O anti-D imune come^a a ser detectado em 
aproximadamente quatro semanas apos a exposi- 
^ao a eritrocitos RhD positivos, atingindo m'veis 
maximos apos 6 a 8 semanas. A Figura 14.14 ilus- 
tra a formaijao de anti-D em paciente apos reex- 
posi^ao ao antigeno D com transfusao de uma 
unidade de concentrado de hemacias RhD positi- 
vo. O anti-D nao foi detectado nos testes pre- 
-transfusionais e, apos a transfusao sanguinea, o 
titulo do aloanticorpo aumentou exponencial- 
mente ate nove dias. Dentro de 4 e 5 dias, foi esti- 
mada a total destrui^ao das celulas transfundidas. 



Dias 


FIG U RA14.14 Resposta imune secu ndaria apos 
reexposigao ao antigeno D por transfusao sanguinea. 


Fonte: Klein e Anstee . 10 


TESTE DA ANTIGLOBULINA HUMANA 
(TESTE DE COOMBS) 


O teste da antiglobulina humana ou teste de 
Coombs pesquisa anticorpos e proteinas do siste- 
ma complemento. O teste da antiglobulina tern 
sensibilidade para detectar entre 150 e 500 mole- 
culas de IgG por eritrocito. Eritrocitos sensibiliza- 
dos com quantidades menores de IgG podem 
apresentar resultado falso-negativo. 

:: TESTE DA ANTIGLOBULINA 
INDIRETO OU COOMBS INDIRETO 

O teste da antiglobulina indireto (TAI), tambem 
conhecido por Coombs indireto, pesquisa anti¬ 
corpos irregulares e/ou proteinas do sistema com¬ 
plemento no soro ou plasma. Sao pesquisados an¬ 
ticorpos IgG que nao aglutinam eritrocitos em 
suspensao salina (incompletos). O teste e realizado 
incubando-se o soro ou plasma do paciente com 
hemacias reagentes de triagem e, apos incuba^ao a 
37 °C com potencializadores (albumina, LISS ou 
polietilenoglicol), o soro de Coombs e adicionado. 
A Figura 14.15 mostra esquematieamente o teste 
da antiglobulina indireto (ver Metodos laborato- 


riais, metodo 3). O polietilenoglicol (PEG) e consi- 
derado mais sensivel que a albumina e LISS. Por 
outro lado, o teste com PEG deve ser realizado 
com soro de Coombs monoespecifico e, portanto, 
nao detecta o fragmento C3d do complemento. 


Hemacias reagentes 



Soro/piasma do paciente 




Eritrocitos 
sensibiiizados 
com IgG 


+ Soro de 
Coombs 



FIGURA 14.15 



Aglutinagao 
Teste positive 


Teste da antiglobulina indireto 


(Coombs indireto). 


Fonte: Hillyer e colaboradores . 11 


Na rotina laboratorial, sao utilizados o soro de 
Coombs monoespecifico (anti-IgG) e o soro de 
Coombs poliesperifico (anti-IgG e anti-C3d; soro 
anti-humano), que detectam IgG e IgG/fra^ao de 
complemento C3d, respectivamente. A IgM e um 
potente ativador do sistema complemento e pode 
ser detectada indiretamente pela pesquisa do C3d, 
frat^ao que indie a ativa^ao do complemento na 
membrana eritrocitaria. Eritrocitos sensibiiizados 
com proteinas do complemento tern sobrevida di- 
minuida e podem ser fagocitados por macrofagos 
pelo sistema reticulo-endotelial (fragmento C3b do 
complemento) ou hemolisam (complexo de ataque 
a membrana, complexo C5-C9 do complemento). 

Hemacias reagentes 

O TAI deve detectar a maioria dos anticorpos ir¬ 
regulares clinicamente significantes, que sao anti¬ 
corpos associados com rea 9 ao hemolitica pos- 
-transfusional ou DHFN. A Tabela 14.5 mostra a 
importancia clinica dos principals anticorpos an- 
tietritocitarios, Geralmente, anticorpos IgG rea¬ 
gent a 37 °C (anticorpos quentes), e anticorpos 
IgM reagem a temperaturas < 32 °C, com melhor 
reatividade a 4 °C (anticorpos frios). Os anticor¬ 
pos clinicamente significantes, em geral, reagem a 
37 °C. Anticorpos que reagem a temperatura 
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TABELA 14.5 Importancia clinica dos anticorpos antieritrocitarios 

ANTIGEN 0 

SISTEMA 

CLASSE DO ANTICORPO 

CONSEQUENCIAS CLlNICAS 

IgM 

IgG 

RHT 

DHFN 

A 

ABO 

X 

X 

Leveagrave 

Nenhuma a moderada 

B 

ABO 

X 

X 

Leve a grave 

Nenhuma a moderada 

D 

Rh 

X 

X 

Leve a grave 

Leve a grave 

C 

Rh 


X 

Leve a grave 

Leve 

E 

Rh 

X 

X 

Leve a grave 

Leve 

C 

Rh 

X 

X 

Leve a grave 

Leve a grave 

E 

Rh 


X 

Leve a moderada 

Rara 

K 

Kell 

X 

X 

Leva a grave 

Leve a grave 

Fya 

Duffy 


X 

Leve a grave 

Leve a grave 

Fyb 

Duffy 


X 

Leve a grave 

Leve 

Jk a 

Kidd 


X 

Nenhuma a grave 

Leve a mod era do 

Jk*> 

Kidd 


X 

Nenhuma a grave 

Nenhuma a leve 

M 

MNS 

X 

X 

Nenhuma (exceto se reativo a 37 °C) 

Nenhuma a leve (raramente grave) 

N 

MNS 

X 


Nenhuma (exceto se reativo a 37 °C) 

Nenhuma 

s 

MNS 


X 

Nenhuma a moderada 

Nenhuma a grave 

s 

MNS 


X 

Nenhuma a ieve 

Nenhuma a grave 

Lea 

Lewis 

X 


Rara 

Nenhuma 

Leb 

Lewis 

X 


Rara 

Nenhuma 

Di 3 

Diego 


X 

Moderada a grave 

Moderada a grave 


RHT, reagao hemolftica transfusional; DHFN, doenga hemolitica dofeto e do recem-nascido. 
Fonte: Adaptada de Harmening , 3 Reid e Lomas-Francis,® e Hillyer e co lab or ad ores . 11 


ambiente sao importantes clinicamente se reagi- 
rera ate 37 °C. 

O TAI deve ser realizado com hemacias rea- 
gentes do grupo O RhD positivo, fenotipados para 
os principals antigenos de importancia clinica. Re- 
comenda-se a utiliza^ao de dois frascos de celulas 
comerciais, um contendo eritrocitos de doador 
RjRi (DCe/DCe) e outro com eritrocitos de doador 
R 2 R 2 (DcE/DcE). As hemacias reagentes devem ex- 
pressar os antigenos C, c, D, E, e, K, k, Fy 3 , Fy b , Jk a , 
Jk b ,S, s, M, N, Le a . Outra recomenda^ao e que os 
antigenos Fy a , Fy b , Jk a , Jk b , S, s estejam expresses 
em homozigose para evitar falso-negativo por efei- 
to de dose. Quando o antigeno e expresso em hete- 
rozigose (p. ex., Fy(a+b+)), o teste pode apresentar 
resultado falso-negativo pela expressao diminuida 
do antigeno (efeito de dose). No Brasil, tambem de¬ 
vem ser incluidas celulas de triagem que expressem 
o antigeno Di a (sistema Diego). Essa necessidade e 


justificada pela alta frequencia de individuos Di(a+) 
(5,5%) em rela^ao ao relatado na literatura (< 0,1% 
em brancos) e pela presen^a nao rara de pacientes 
sensibilizados com anti-Di a . Os anticorpos anti-Di a 
estao associados com DHFN e com rea^ao hemoli¬ 
tica transfusional (RHT). 

O teste da antiglobulina indireto nao deve ser 
realizado com pool de eritrocitos O RhD positivo, 
pois detectaria somente anti-D e nao os demais 
anticorpos clinicamente significantes. 

Eritroeitos-controSe de COOMBS 

Os eritrocitos-controle de Coombs sao celulas re- 
vestidas por anticorpos IgG que aglutinam na pre- 
sen^a do soro de Coombs. Geralmente, sao utili- 
zadas celulas comercias do grupo O RhD positivo 
sensibilizadas com anti-D IgG. Os eritrocitos- 
-controle de Coombs sao adicionados apos um 
teste nao reagente (negativo) com o soro de 
Coombs e devem aglutinar. 
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Se as celulas-controle de Coombs nao agluti- 
narem, o resultado e invalido, e o teste deve ser 
repetido. Uma possivel causa e a lavagem inade- 
quada dos eritrocitos antes da adigao do soro de 
Coombs. Nesse caso, ocorre a neutralizagao do 
soro de Coombs com IgG presente no plasma do 
paciente. Outras causas sao a nao adigao do soro 
de Coombs ou devido a um soro de Coombs sem 
reatividade (vencido ou contaminado com IgG). 

A Figura 14.16 mostra o resultado de um teste 
da antiglobulina indireto (Coombs indireto) com 
resultado nao reagente e aglutinagao eritrocitaria 
apos adigao de eritrocitos-controle, um teste de 
Coombs indireto reagente na celula II e o diagra- 
ma para interpretagao dos resultados. 

Teste da antiglobulina indireto em gestantes 

Aproximadamente 1% das gestantes apresenta an- 
ticorpos antieritrocitarios clinicamente signifi- 
cantes. Os anticorpos envolvidos na DHFN sao da 
classe IgG (subclasses IgGl e IgG3), que atraves- 


sam a placenta e se ligam nos eritrocitos fetais, 
diminuindo a sobrevida eritrocitaria fetal. Anti¬ 
corpos da classe IgM e IgA nao atravessam a pla¬ 
centa e nao tern importancia clinica. 

Na maioria dos laboratories do Brasil, o TAI e 
realizado em gestantes RhD negativo com o obje- 
tivo de detectar anti-D. Entretanto, varios anti¬ 
corpos irregulares estao associados com DHFN. A 
Tabela 14.5 mostra a importancia clinica dos 
principais anticorpos antietritocitarios. 

Com a implementagao da imunoprofilaxia Rh 
(IgG anti-D), houve um decrescimo da aloimuni- 
zagao anti-D para cerca de 1,2%. Apos a introdu- 
gao da imunoprofilaxia no terceiro trimestre de 
gestagao, a aloimunizagao diminuiu para 0,17 a 
0,28%. Como consequencia, houve redugao dos 
casos de DHFN por anti-D, e outros anticorpos 
nao D emergiram como importante causa de 
DHFN grave, sendo os mais frequentes o anti-K 
(Kell) e o anti-c. O anti-K causa destruigao dos 
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FIGURA 14.16 Resultado do teste da antiglobulina indireto (Coombs indireto) pelo metodo em tubo. 

(A) Coombs indireto nao reagente (ausencia de aglutinagao nas celulas I e II). (B) Aglutinagao eritrocitaria nos 
tubos I e II apos adigao de eritrocitos-controle de Coombs * (C) Coombs indireto reagente (aglutinagao da celula 
II).** (D) Diagrama para interpretar o teste da antiglobulina indireto. 


Notas: *A aglutinagao eritrocitos-controle valida o teste de Coombs. 

**Deve ser realizada a identificagao do anticorpo antieritrocitario irregular para avaliar a importancia clinica. A aglutinagao no tubo contendo 
as celulas ii sugere a presenga de um anticorpo contra antigenos presentes nestes eritrocitos. De acordo com o diagrama do item (d) a seguir, 
os possiveis anticorpos sao: anti-E, -c, -K, -Fy a , -Le b . A especificidade do anticorpo deve ser determinada pela identificagao de anticorpos 
antieritrocitarios. 

***Tabela com antigenos eritrocitarios dos sistemas de grupo sanguineo Rh, Kell, Duffy, Kidd, Lewis, P, MNS, Lutheran e Diego; I! e II, eritrocitos 
de dois doadores com fenotipo conbecido; 0, ausencia do antigeno eritrocitario; +, presenga do antigeno eritrocitario, nt, nao testado. 
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progenitores eritroides, impedindo a forma^ao de 
eritrocitos e podendo levar a hidropsia fetal e obi- 
to, se nao houver interven^ao clinica. Alem des¬ 
ses, outros anticorpos mais comumente associa- 
dos com DHFN sao anti-C, -E, -Fy a e -Jk a . 

Gestantes RhD positivo sao capazes de pro- 
duzir aloanticorpos nao D da mesma forma que 
gestantes RhD negativo. Na maioria dos palses 
desenvolvidos, tem sido implementada a pesqui- 
sa de aloanticorpos antieritrocitarios em todas as 
gestantes RhD negativo e RhD positivo, para de- 
tectar anti-D e outros anticorpos associados a 
DHFN. Nesses paises (ex. Reino Unido e Holan- 
da), o TAI e realizado em todas as pacientes com 
cerca de 12 semanas de gesta^ao e repetido na 28 a 
semana. 



Quando o TAI e reagente (positivo), o anticorpo 
antieritrocitario deve ser identificado para verifi- 
car sua importancia clinica. A especificidade e 
determinada utilizando um painel de 11 frascos 
de hemacias comerciais fenotipadas e um tubo 
com autocontrole (soro ou plasma e eritrocitos do 
proprio paciente). A leitura dos tubos com agluti- 
naijao e comparada com um diagrama, e a especi¬ 
ficidade, determinada. O tubo autocontrole (AC) 
e realizado com o soro/plasma do paciente e seus 
proprios eritrocitos para excluir autoanticorpos 
(p. ex., AHAI). A Figura 14.17 mostra o resultado 
da identifica<;ao de anticorpos irregulares pelo 
metodo de gel-teste. 
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FIGURA 14.17 Identificagao de anticorpos irregulares (anti-D) pelo metodo gel-teste (BIO-RAD®). 

(A) Resultado do painel com 11 celulas e autocontrole.* (B) Diagrama para identifica^ao do anticorpo irregular com 
antigenos eritrocitarios dos sistemas de grupo sanguineo Rh, Kell, Duffy, Kidd, Lewis, P, MNS, Lutheran e Diego.** 


Notas: *0s microtubos 1, 2, 3,8 e 11 apresentaram reagao positiva. 

** Especificidade do anticorpo (anti-D); o antigeno Desta presente nas celulas 1,2, 3, 8e 11, queaglutinaram (reagao positiva) com aannostra 
do paciente. 

Em (A): 0, ausencia de aglutinagao; 2+/3+, graduagao da aglutinagao; AC, autocontrole negativo. Em (B) 1 a 11, eritrocitos de 11 doadores 
com fenottpo conhecido; 0, ausencia do antigeno eritrocitario; +, presenga do antigeno eritrocitario; nt, nao testado. 
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QUANTIFICA^AO DE ANTICORPOS 
IRREGULARES EM GESTANTES 

Em gestantes, apos determinada a especificidade 
do anticorpo e confirmada a importancia cllnica, 
o anticorpo irregular deve ser quantificado para 
avaliar o risco de hemolise fetal. A quantifica^ao 
dos anticorpos pode ser realizada com analisador 
de fluxo continuo, citometria de fluxo, titular ao 
de anticorpos pelo teste da antiglobulin a indireto 
pelo metodo em tubo ou titula^ao de anticorpos 
pelo metodo de gel-teste utilizando o esc ore. 


QUANTIFICAgAO DE ANTICORPOS 

antieritrocitArios com 

ANALISADOR DE FLUXO CONTlNUO 


A quantifica^ao de anticorpos utilizando um anali¬ 
sador de fluxo continuo tem uma reprodutibilidade 
e aeuracia superiores a titularao manual pelo TAI. O 
teste e realizado com eritrocitos especfficos para o 
anticorpo, tratados com bromelina. Para quantifica- 
9&0 de anti-D e anti-c, sao utilizados eritrocitos do 
grupo O R 2 R 2 (DcE/DcE) e rr (ce/ce), respectiva- 
mente. O plasma da gestante e diluldo e incubado a 
37 °C com os eritrocitos. Apos incuba^ao, os eritro¬ 
citos sensibilizadas com anticorpo formam rouleaux 
e sao separados dos eritrocitos nao sensibilizados 
pela adi^ao de um reagente de dispersao. O eritroci- 
to nao sensibilizados ressuspensos no sobrenadante 
sao hemolisados, e a absorbancia e medida em com- 
primento de onda de 550 nm. A absorbancia reflete 
o numero de celulas que nao aglutinaram e e inver- 
samente proporcional a concentra^ao do anticorpo. 
O resultado e comparado com uma curva-padrao 
do anticorpo pesquisado, com concentrates co- 
nhecidas. A concentra^ao considerada crltica para 
anti-D e de 4 UI/mL; com risco moderado de 
DHFN, entre 4 e 15 UI/mL, e alto risco para hidrop- 
sia fetal se a concentra^ao for superior a 15 UI/mL. 
Para o anti-c, as concentrates consideradas crlticas 
sao de 7,5 a 20 UI/mL (risco moderado de DHFN) e 
superior a 20 UI/mL (alto risco de DHFN). 


QUANTIFICAgAO DE ANTICORPOS 

antieritrocitArios com 

CITOMETRIA DE FLUXO 


A quantifica^ao de anticorpos por citometria de 
fluxo tem reprodutibilidade e aeuracia superiores a 
titula^ao de anticorpos em tubo. Os eritrocitos sao 
incubados com anticorpos conjugados com fluoro- 
foros. Quando os eritrocitos atravessam o citome- 
tro de fluxo, incide uma luz laser , que provoca 


emissao de fluorescencia, detectada por fotodetec- 
tores. A concentrate do anticorpo e proporcional 
a intensidade da fluorescencia emitida. 

:: TITULAR AO DE ANTICORPOS PELO 
TESTE DA ANTIGLOBULIN A INDIRETO 
(TAI) EM TUBO 

Embora a tecnica utilizando o analisador de fluxo 
continuo e a citometria de fluxo tenham maior re¬ 
produtibilidade e aeuracia, sao tecnicas com 
maior custo, o equipamento e de diflcil manuten- 
to e necessitam de um tecnico especializado para 
obter resultados satisfatorios. Por essa razao, a ti- 
tulato anticorpos pelo TAI e o metodo mais 
utilizado. Essa tecnica e semiquantitativa e deter- 
mina o tltulo dos anticorpos no soro, definido 
como a maior dilui^ao do soro que apresenta rea- 
to positiva > 1 + com eritrocitos especlficos (me¬ 
todo 7). O tltulo deve ser expresso pelo numero da 
maior dilui^ao (p. ex., dilui^ao 1:32; tltulo = 32). 

O tltulo de anticorpos anti-D igual ou maior 
que 16 e considerado importante clinicamente e 
requer investigato pelo cllnico. Para o anti-K 
(Kell), alguns autores consideram o tltulo critico 
igual a 8 , embora tltulos menores possam causar 
DHFN grave. Para os demais anticorpos, nao ha 
um tltulo definido. 

A titula^ao do anti-D nao pode ser realizada 
com qualquer eritrocito RhD positivo. A sele^ao 
dos eritrocitos e controversa. Alguns autores reco- 
mendam utilizar eritrocitos R 2 R 2 (DcE/DcE) por 
ter expressao mais forte do antlgeno D e apresen- 
tar menor varia^ao na expressao dos antlgenos D 
na popuIa<;ao. Outros autores recomendam a uti- 
liza^ao do fenotipo R^ (DCe/ce), que expressa 
uma unica dose do antlgeno D. O importante e a 
padroniza 9 ao do teste. Se uma amostra for titula- 
da com eritrocitos R 2 R 2 , esse fenotipo deve ser 
utilizado para uma titula^ao futura. 

Para verificar se houve aumento de tltulo de 
anticorpos, a titulai^ao deve ser realizada com 
duas amostras simultaneamente. A primeira 
amostra deve ser congelada e repetida juntamente 
com a amostra subsequente. A varia 9 ao de dois ou 
mais tltulos entre duas amostras indica estlmulo 
na produ 9 ao de anticorpos. 

:: TITULAQAO DE ANTICORPOS 
PELO METODO DE GEL-TESTE 
UTILIZANDO ESCORE 

A titula 9 ao e um metodo simples, mas e limitada 
por fornecer um resultado semiquantitativo; pela 
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falta de acuracia, a interpreta^ao e subjetiva e tem 
uma baixa reprodutibilidade relativa. Um estudo 
recente, comparando o metodo em gel-teste para 
titula^ao de anti-D e anti-c utilizando o titulo 
com escore com a quantifica^ao utilizando anali- 
sador de fluxo continuo, apresentou boa reprodu¬ 
tibilidade e sensibilidade. A quantifica^ao de anti-D 
pelo titulo com escore maior ou igual a 70 foi as- 
sociada com a concentra^ao de 4 UI/mL (analisa- 
dor de fluxo continuo), considerada critica para 
interven 9 ao pelo clinico. A Figura 14.18 compara 
a quantifica^ao do anti-D em analisador de fluxo 
continuo (UI/mL) com o titulo com escore pelo 
metodo de gel-teste. Para anti-c, o titulo com es¬ 
core maior ou igual a 40 foi associado com a con- 
centra^ao de 7,5 UI/mL (critica). Os resultados 
demonstraram que o metodo em gel-teste pode 
ser uma alternativa melhor que a titula^ao em 
tubo quando a quantifica^ao de anticorpos com 
analisador de fluxo continuo nao estiver disponi- 
vel; entretanto, mais estudos devem ser realizados 
para confirmar o escore que deve ser considerado 
critico. 
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FIGURA 14.18 Quantificato do anti-D com 
analisador de fluxo continuo (UI/mL) comparada com 
o titulo com escore pelo metodo de gel-teste (n=50). 


Fonte: Bruce e cokboradores . 12 


:: FENOTIPAGEM PATERNA 

Quando um anticorpo clinicamente significante 
(causador de DHFN) e identificado na gestante 
(especialmente anti-D, -c, -K), recomenda-se rea- 
lizar a fenotipagem paterna para predizer se o feto 
expressa o antigeno eritrocitario especifico. 

:: GEN0T1PAGEM ERITROCITARIA FETAL 

A genotipagem eritrocitaria fetal e recomendada 
quando um anticorpo clinicamente significante 
(causador de DHFN) esta presente em alta 


concentra^ao (titulo critico) ou o pai e heterozigo- 
to para o antigeno em questao. A genotipagem eri¬ 
trocitaria fetal pode ser realizada pela rea^ao em 
cadeia da polimerase PCR, do ingles polymerase 
chain reaction ) em tempo real com amostra obtida 
por amniocentese e biopsia de vilosidades corio- 
nicas, mas esses procedimentos sao invasivos e 
estao associados com aumento de risco de hemor- 
ragia transplacentaria e aborto espontaneo. 

Foi demonstrado que, a partir de 16 semanas 
de gesta^ao, DNA fetal livre esta presente no plas¬ 
ma materno em concentrates suficientes para a 
genotipagem fetal por PCR em tempo real, sendo 
essa a amostra de escolha por ser menos invasiva e 
de menor risco. 


TESTE DA ANTIGLOBULINA 
DIRETO OU COOMBS DIRETO 


O teste da antiglobulina direto (TAD) pesquisa 
anticorpos IgG ou fra^ao C3d do complemento fi- 
xados in vivo na membrana eritrocitaria. Tambem 
podem ser pesquisados fragmento C3c do comple¬ 
mento e anticorpos IgA e IgM com antiglobulinas 
especificas. O TAD e realizado com eritrocitos do 
paciente previamente lavados com solu^ao salina 
(NaCl 0,9%) e adi^ao do soro de Coombs poliespe- 
cifico e monoespecifico. A Figura 14.19 mostra 
esquematicamente o teste da antiglobulina direto 
(ver Metodos laboratoriais, metodo 5). Amostras 
de cordao umbilical devem ser lavadas de 6 a 8 ve- 
zes com solu^ao salina para evitar resultado falso- 
-positivo pela presen 9 a da geleia de Wharton. 



FIGURA 14.19 Teste da antiglobulina direto 
(Coombs direto). 


Fonte: Hillyer e colaboradores . 11 
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A realiza^ao do TAD e indicada em casos de 
anemia hemolitica autoimune e induzida por dro- 
gas no caso de DHFN (sangue do recem-nascido) e 
rea^ao transfusional. A prevalencia de TAD positi- 
vo em doadores de sangue saudaveis varia entre 1 
em 1.000 a 1 em 14.000. Um resultado de TAD posi- 
tivo nao significa necessariamente hemolise, mas 
que o eritrocito esta sensibilizado por anticorpos e/ 
ou C3d. A hemolise deve ser avaliada com outros 
testes como hemoglobina, hematocrito, LDH, hap- 
toglobina e bilirrubinas. Por outro lado, um pacien- 
te com TAD negativo pode apresentar hemolise. 

Historicamente, o TAD em sangue de cordao 
umbilical era um dos testes utilizados para detectar 
DHFN em recem-nascidos RhD positivo e mae 
RhD negativo. Com a implementa^ao da imuno- 
profilaxia Rh antenatal na 28 a semana da gesta^ao, 
o anti-D IgG passivo pode ser detectado no plasma 
da gestante por 8 a 12 semanas e atravessa a placen¬ 
ta, sensibilizando eritrocitos fetais. Estudos recentes 
demonstraram que o TAD em sangue de cordao 
apresenta um baixo valor preditivo positivo, ja que 
menos de 25% dos recem-nascidos com TAD rea- 
gente desenvolveram ictericia. Por essas razoes, al- 
guns autores nao recomendam a realiza^ao do TAD 
na analise de rotina em sangue de cordao umbilical 
de recem-nascidos de gestantes RhD negativo que 
receberam a imunoprofilaxia Rh na 28 a semana da 
gesta^ao. Nesses casos, e recomendada a realiza^ao 
do TAD em pacientes que apresentarem ictericia. 


METODOLOGIAS UTILIZADAS NA 
IMUNO-HEMATOLOGIA ERITROCITARIA 


Os testes disponiveis na imuno-hematologia eritro¬ 
citaria podem ser realizados em lamina, tubos de 
ensaio, microplacas, aglutina^ao em coluna (gel- 
-teste), ensaio de aderencia de eritrocitos em fase 
solida e tecnologia dos eritrocitos magnetizados. 

A associa^ao de dois ou mais metodos fornece 
resultados mais confiaveis em rela^ao a um teste 
isolado. Os laboratories de referenda e hemocen- 
tros realizam dois ou mais testes. 

:: mEtodo EM LAMINA 

O metodo em lamina deveria ser utilizado somen- 
te se nao houvesse equipamentos disponiveis para 
realizar outro metodo. O teste em lamina deve ser 
lido em 1 a 2 minutos para evitar evapora^ao de 
agua, o que pode produzir um resultado falso- 
-positivo. Adicionalmente, a aglutina^ao eritroci¬ 
taria e exacerbada com a centrifugalao, e alguns 


anticorpos IgG necessitam de centrifuga^ao para 
serem detectados. Por esses motivos, esse metodo 
deve ser utilizado apenas no controle de qualidade 
para a determina^ao da avidez dos antissoros. 

:: METODO EM TUBO 

O metodo em tubo e o mais utilizado na rotina labo- 
ratorial no Brasil. O metodo e de facil execu^ao, bai¬ 
xo custo e indicado para rotinas menores. A padro- 
niza^ao da execu 9 ao do teste e da leitura e essencial 
para resultados confiaveis. A leitura por dois tecni- 
cos aumenta a seguran^a dos resultados. Para roti¬ 
nas maiores, o metodo em tubo nao e recomendado 
por nao permitir automa^ao e possibilitar erros tec- 
nicos com maior frequencia. O metodo em tubo e 
menos sensivel para detec^ao de anticorpos antieri- 
trocitarios clinicamente significantes que o gel-teste 
e o teste de aderencia de eritrocitos em fase solida. 

:: METODO EM MICROPLACA 

A tipagem sanguinea pode ser realizada em mi- 
croplaca contendo antissoros liofilizados. Os eri¬ 
trocitos a serem testados sao tratados previamente 
com bromelina e posteriormente adicionados nas 
microcavidades. A Figura 14.20 mostra o resulta¬ 
do da tipagem sanguinea ABO e RhD pelo meto¬ 
do em microplaca. O metodo em microplaca per- 
mite a automa^ao total ou apenas da leitura da 
microplaca, aumentando a seguran 9 a. A tecnica 
em microplaca apresenta menor sensibilidade 
para detec^ao de anticorpos antieritrocitarios em 
rela^ao ao metodo de gel-teste. 

:: METODO DE AGLUTINA^AO 
EM COLUNA (GEL-TESTE) 

O metodo de aglutina^ao em coluna utiliza car- 
toes de plastico com 6 a 8 microtubos contendo 
um gel transparente (BIO-RAD® e Grifols®) ou 
microesferas de vidro (Ortho-Clinical Diagnos¬ 
tics®) e antissoros especificos. 

Os eritrocitos a serem testados sao dispensados 
na regiao superior da coluna de gel e incubados 
conforme preconizado pelo fabricante. Os cartoes 
sao centrifugados e, se nao houver a rea^ao antige- 
no-anticorpo, os eritrocitos atravessam totalmente 
o gel e se depositam no fundo dos microtubos (rea- 
^ao negativa - 0). Quando a rea^ao e positiva, os 
eritrocitos aglutinados nao atravessam o gel, fican- 
do retidos na camada superior do gel (4+) ou distri- 
buidos pelos microtubos (1+ a 3+). A Figura 14.21 
mostra a interpreta^ao de uma rea^ao de aglutina- 
9 ao eritrocitaria negativa e positiva (21a), a inter- 
preta^ao da gradua^ao da aglutina^ao eritrocitaria 
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(21b) e o resultado de fenotipagem sanguinea ABO 
e RhD (21c) pelo metodo de gel-teste. O metodo de 
aglutina<;ao em coluna e muito sensivel e especifi- 
co, de facil padroniza^ao e execui^ao e possibilita 
automa^ao; entretanto, tem um custo raaior quan- 
do comparado ao metodo em tubo e necessita de 
equipamentos espedficos. Portals razoes, esse me¬ 
todo ainda nao e utilizado na rotina da maioria dos 
laboratories de analises clinic as do Brasil. 

:: ENSAIO DE ADERtNCIA DE 
ERITROCITOS EM FASE SOLIDA 

Essa tecnologia utiliza antigeno ou anticorpo 
imobilizado sobre um suporte solido (micropla- 
ca) que permite uma reagao com um antigeno/ 
anticorpo livre. O final da reagao e determinado 
pelo uso de eritrocitos que podem ser celulas in- 
dicadoras ou fazer parte da reatpao antigeno-anti¬ 
corpo. A tipagem sanguinea direta e realizada 
com microplacas sensibilizadas com antissoros 


anti-A, anti-B e anti-D. Os eritrocitos-teste trata- 
dos com bromelina sao adicionados e a micropla- 
ca e centrifugada. Os eritrocitos positivos para o 
antigeno (aglutinados) ficam espalhados na mi- 
crocavidade, e os eritrocitos negativos formam 
um botao no fundo da microcavidade. No caso da 
prova reversa ABO, uma monocamada da mem- 
brana eritrocitaria e fixada no fundo da microca- 
vidade. O plasma-teste e adicionado e, apos incu- 
ba$ao e lavagem, os eritrocitos indicadores 
revestidos com anti-IgG sao adicionados para vi- 
sualizar a rea^ao. 

O ensaio de aderencia de eritrocitos em fase 
solida e mais sensivel para detec 9 ao de anticorpos 
antieritrocitarios de importancia clinica que o 
metodo em tubo. 

A Figura 14.22 mostra o principio da tecno¬ 
logia de fase solida Capture-R® Ready-Screen® 
(Immucor) para a detec^ao de anticorpos antie¬ 
ritrocitarios. 
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:: TECNOLOGIA DOS ERITRtiCITOS 
MAGNETIZADOS 

Essa tecnologia (E.M.® Technology, Diagast®) uti- 
liza eritrocitos magnetizados e uma placa magne- 
tica. As particulas magneticas sao fixadas na su- 
perficie eritrocitaria por adsor^ao ou pela ligagao 
entre anticorpos anti-GPA sensibilizados com 
particulas magneticas e a glicoproteina GPA (gli- 
coforina A). A tipagem sanguinea ABO e RhD e 
realizada em microplacas sensibilizadas com os 
antissoros. Os eritrocitos-teste, previamente tra- 
tados com solugao magnetizadora e bromelina, 
sao dispensados nas cavidades da microplaca. 
Apos incubagao, a microplaca e colocada sobre a 
placa magnetica, que atrai os eritrocitos para o 
fundo das cavidades formando um botao, dispen- 
sando a centrifugagao. Apos agitagao controlada, 
e realizada a leitura da reagao: um botao de eritro¬ 
citos estavel indica reagao positiva, que pode ser 
quantificada em cruzes (1 a 4+); na reagao negati- 
va, o botao de eritrocitos se desfaz e observa-se 
um aspecto homogeneo. A tecnologia dos eritro¬ 
citos magnetizados possibilita a automagao e pode 
ser utilizada para a detecgao de anticorpos antie¬ 
ritrocitarios. A Figura 14.23 mostra a interpreta- 
gao dos resultados de tipagem sanguinea e a pes- 
quisa de anticorpos antieritrocitarios utilizando a 
tecnologia dos eritrocitos magnetizados. 


Tipagem sanguinea 

Reagao Reagao 

negative positiva 



Pesquisa de anticorpos 


antieritrocitarios 

Reagao Reagao 

negatlva positiva 



FIGURA 14.23 interpretagao do resultado de 
tipagem sanguinea e pesquisa de anticorpos 
antieritrocitarios utilizando a tecnologia dos 
eritrocitos (Diagast®). 


CONTROLE DE QUALIDADE 
EM IMUNO-HEMATOLOGIA 


O controle de qualidade (CQ) e um processo utili- 
zado para garantir a conformidade dos sistemas 
operacionais, das tecnicas e dos equipamentos em 
busca da seguranga e da qualidade necessarias. A 
implementagao do controle de qualidade em imu¬ 
no-hematologia e tao fundamental quanto em to- 
das as areas do lab oratorio. Erros frequentes sao 
nao ler a bula do reagente periodicamente para 
avaliar possiveis alteragoes no procedimento, a 
utilizagao de centrifugas nao calibradas e erros de 
leitura, interpretagao e registro dos resultados. 

O CQ em imuno-hematologia pode ser class i- 
ficado em externo e inter no. O CQ externo permi- 
te avaliar a proficiencia dos laboratories. No Bra¬ 
sil, existem programas especificos para o CQ 
externo em imuno-hematologia, como o disponi- 
bilizado pela Associate Brasileira de Hematolo- 
gia e Hemoterapia (ABHH). 14 

O CQ interno e utilizado para determinar se a 
pratica laboratorial esta sendo realizada dentro de 
condigoes pre-estabelecidas. Os reagentes utiliza- 
dos na imuno-hematologia devem ser avaliados a 
cada lote e diariamente para verificar se apresen- 
tam as especificagoes minimas para o uso e ava¬ 
liar as condigoes de transporte e armazenamento. 

CONTROLE DE QUALIDADE INTERNO 
A CADA LOTE 

Quando o laboratorio recebe um novo lote de reagen¬ 
tes, os itens a serem inspecionados sao informagoes 
do rotulo, das instrugoes de uso e da embalagem/fras- 
co, a intensidade da aglutinagao, o titulo, a avidez e a 
especificidade dos reagentes. O Quadro 14.1 mostra 


QUADRO 14.1 inspegao do rotulo, das instrugoes 
de uso e da embalagem 




Avaliagao do 
rotulo 

Nome do fabricante, nome e origem do 
produto, data de validade, numero do lote, 
volume, temperature de estocagem, numero 
de registro na Anvisa. 0 rotulo deve estar 
firmemente afixado ao frasco e permitir a 
inspegao visual do conteudo 

Avaliagao das 
instrugoes 
de uso 

Nome e composigao do reagente, descrigao 
dos procedimentos tecnicos, informagoes 
daras, legfveis e em portugues 

Avaliagao da 
embalagem/ 
frasco 

Embalagem Integra e bem-vedada e frascos 
conta-gotas transparentes 


Nota: 0 done dos antissoros monodonais deve estardescrito na bula. 
Fonte: Brasil . 15 
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as especifica^oes para o controle de qualidade do rotu- 
lo, das instru^oes de uso do fabricante e da embalagera. 

Para inspe^ao dos reagentes, devem ser deter- 
minadas sua especificidade e potencia. A especifi- 
cidade e a caracteristica inerente ao anticorpo em 
reconhecer apenas antigenos eritrocitarios comple- 
mentares. A Tabela 14.6 mostra a especificidade 
dos reagentes utilizados na imuno-hematologia. 

A potencia caracteriza a for 9 a do anticorpo e e 
medida pelos testes de avidez, intensidade da aglu- 
tinagao (reatividade), titula^ao e escore. A avidez 
do anticorpo e deterrainada pelo grau e pela veloci- 
dade com que o anticorpo e capaz de aglutinar, 


reagir ou se unir ao antlgeno. O teste e realizado em 
lamina com eritrocitos em suspensao a 10 a 20% 
(anti-A, anti-B) e 40 a 50% (anti-D) com auxilio de 
um aglutinoscopio. O tftulo do anticorpo e obtido 
por meio de dilui^oes seriadas do antissoro (1:2, 
1:4,1:8,1:16, ate 1:512 oumais). O tltulo correspon- 
de a maior dilui^ao com uma rea^ao de aglutina^ao 
> 1+. A intensidade da aglutina^ao (reatividade) e o 
escore foram descritos em Gradua^ao da rea^ao da 
aglutina^ao e escore numerico. 

A Tabela 14.7 demonstra as caracteristicas sa- 
tisfatorias dos reagentes mais utilizados no labo¬ 
ratory. Como exemplo, um soro anti-A, para ser 



14.6 


REAGENTE 

Anti-A 
Anti-B 
Anti-D 
Eritrocitos A1 


Especificidade dos reagentes utilizados na imuno-hematologia 

ESPEC1FICA9AO INTERPRETA^AO 

Testa r com eritrocitos 0 (3-5%) 

Testar com eritrocitos 0 RhD negativo (3-5%) Nao devera ocorrer aglutina^ao eritrocitaria 


Testarcom plasma AB 

Eritrocitos B 

Antigiobulina humana Testar com tres eritrocitos (3-5%) distintas nao 
(AGH) sensibilizadas pelo teste da antigiobulina direto 

{Coombs direto) 


Nao devera ocorrer aglutina^ao eritrocitaria 
ou hemoiise 


Fonte: Adaptada de Brasil . 15 


TABELA 14.7 Caracteristicas satisfatorias para os antissoros anti-A, -B, -D, eritrocitos A,/B e para a 
antigiobulina humana (soro de Coombs) 


REAGENTE 

eritrGcitos/plasma 

AVIDEZ 

(SEGUNDOS) 

REATIVIDADE 

TlTULO 

ESCORE 

Anti-A 

Ai 

Ate 15 

3+ 

256 

72 


A t B 

Ate 30 

3+ 

128 

60 


^2 

Ate 30 

2+ 

128 

60 


AjB 

Ate 45 

2+ 

64 

52 

Anti-B 

8 

A,B 

Ate 15 

3+ 

256 

72 

Anti-D 

0 R 0 r (Dce/ce) 

0 R r r (DCe/ce) 

0 R 2 r (DcE/ce) 

Ate 30 

3+ 

32 


Eritrocitos A t 

plasma B 

- 

2+ 

- 


Eritrocitos B 

plasma A 

- 

2+ 

_ 

- 

Antigiobulina humana 
monoespedfica e poliespedfica 

0 R 0 r (Dce/ce) 
sensibilizada com IgG 
anti-D 


3+ 

Teste da antigiobulina direto 

128 



Nota: Recomenda-se utilizar tres eritrocitos para cada fenotipo. Avidez para anti-A e anti-B: utilizar eritrocitos 10-20%. Avidez para anti-D: 
utilizar eritrocitos 40-50%. TEtuio e a reatividade: utilizar eritrocitos 3-5%. 

Fonte: Adaptada de Brasil 15 e Novaretti e colaboradores . 16 
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aprovado no lab oratorio, deve apresentar um titu- 
lo minimo de 256 com eritrocitos A L , uma avidez 
de ate 15 segundos e reatividade de 3+. Caso nao 
atenda uma dessas caracteristicas, o lote deve ser 
rejeitado. Para o laboratorio de analises clinicas, a 
dificuldade na realiza^ao do controle de qualida- 
de dos antissoros e da antiglobulina humana e a 
obten^ao de eritrocitos fenotipados (R 0 r, R r r, R 2 r). 
Uma estrategia seria recorrer a um hemocentro 
que realiza fenotipagem eritrocitaria. 

CONTROLE DE QUAL1DADE 
INTERNO DlARIO 

Os reagentes utilizados na rotina devem ser inspe- 
cionados diariamente. Os antissoros nao devem 
apresentar precipitados, particulas, fungos ou 
turva^ao. As hemacias reagentes nao devem apre¬ 
sentar hemolise, turva^ao do liquido sobrenadan- 
te ou escurecimento. O controle de qualidade dia- 
rio deve ser realizado utilizando controles 
negativos e positivos. A Tabela 14.8 demonstra 
um exemplo de controle de qualidade diario em 
imuno-hematologia. 

CONTROLE DE QUALIDADE 
DE EQUIPAMENTOS 

O controle de qualidade dos equipamentos utili¬ 
zados na imuno-hematologia deve ser realizado 


periodicamente e apos manuten^ao. Deve ser ava- 
liado o funcionamento do freezer , refrigerador, 
banho-maria e centrifuga sorologica. 

A centrifuga^ao e utilizada para intensificar a 
hemaglutina^ao in vitro. A for^a da centrifuga^ao 
deve ser suficiente para formar um botao bem- 
-delineado, permitir a ressuspensao dos eritroci¬ 
tos ao agitar suavemente o tubo e provocar a aglu- 
tina^ao eritrocitaria especifica. A calibra^ao da 
centrifuga avalia o comportamento dos eritrocitos 
em solu^oes de diferentes viscosidades (ver Me to- 
dos laboratoriais, metodos 11 e 12 [Quadros 14.12 
e 14.13]). 

LEITURA, INTERPRETAgAO E 
REGISTRO DOS RESULTADOS 

A execu^ao dos testes deve ser criteriosa e, para au- 
mentar a seguran^a, os testes devem ser confirma- 
dos por outro tecnico (conferencia dupla). E impor- 
tante registrar em uma planilha de trabalho a 
leitura e a interpreta^ao dos resultados, o nome do 
fabricante, o lote, a validade e o clone do reagente 
utilizado. A Tabela 14.9 mostra um exemplo de 
planilha de trabalho em imuno-hematologia. 

METODOS LABORATORIAIS 

Os Quadros 14.2 a 14.13 apresentam os metodos 
laboratoriais em imuno-hematologia. 


TABELA 14.8 Exemplo de controle de qualidade diario dos reagentes utilizados na imuno-hematologia 

REAGENTE 

ERITR6CITOS/SORO ou plasma 

frequEncia 

tEcnica 

Anti-A 

Anti-B 

Uma amostra de eritrocitos de cada um dos grupos: 

0, A 1f B 

A cada bateria de 
testes ou pelo menos 

1 vez ao dia 

Aglutinaqao direta 

Anti-D 

Uma amostra de eritrocitos 

RhD positsvo 
e uma RhD negativo 

Aglutinaqao direta e 
pesquisa de D fraco* 

Eritrocitos A, 

Eritrocitos B 

Uma amostra de soro ou plasma de cada um dos grupos: 

0, A, B 


Aglutina^ao direta 

Antiglobulina humana 
monoespecifica e 
poiiespedfica 

Eritrocitos sensibilizados com igG (controle de Coombs) 

A cada teste da 
antiglobulina negativo 

Teste da antiglobulina 


Nota: *Realizar o teste da antiglobulina indireto (Coombs indireto) para a pesquisa do D fraco, quando necessario. 
Fonte: Adaptada de Council of Europe . 17 
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TABELA 14.9 Exemplo de planilha de trabalho de imuno-hematologia 


NOME DO 

N 

PACIENTE 

PROVADIRETA 

ANTI- 

PROVA 

REVERSA 

TIPAGEM 

SANGUINEA 

TAI 

TAD 

REALIZADO CONFERIDO 

POR POR 

A 

B 

D 

C 

RA 

RB 

1 

II 

MONO 

POLI 

1 

4+ 

0 

4+ 

0 

0 

4+ 

A RhD POS 

0 

0 

3+ 

3+ 


2 

0 

0 

0 

0 

4+ 

4+ 

0 RhD NEG 

3+ 

3+ 

0 

0 


3 

4+ 

4+ 

4+ 

4+ 

4+ 

4+ 

Incondusiva 

4+ 

4+ 

4+ 

4+ 


4 

0 

4+ 

0 

0 

3+ 

0 

B RhD NEG 

0 

0 

0 | 

0 


5 

1+ 

4+ 

2+ 

0 

0 

0 

AB RhD POS 

2+ 

0 

0 

0 


Reagente 

Fabricante 

Lote 

Validade 

Clone 


Anti-A (A) 

Anti-B (BJ 
Anti-D (D) 

Controte de Rh (C) 

Eritrocitos A, (RA) 

Eritrocitos B (RB) 

Eritrocitos I e II 

Eritrocitos-controle de Coombs 
(sensibilizados com IgG) 

Antiglobulina monoespecifica 

Antigfobulina poMespeci'fica 

TAI, teste da antiglobulina indireto (Coombs indireto); TAD, teste da antiglobulina direto (Coombs direto); Mono, soro de Coombs monoespe- 
cifico (anti-IgG); Pofi, soro de Coombs poiiespecffico ou anti-humano (antMgG+anti-C3d); 0, ausencia de agiutinagao; ±, aglutinagao pouco 
visivel, fundo avermelhado; 1+, aglutinados pequenos, fundo roseo; 2 +, aglutinados de tamanho medio, fundo claro; 3+, varies agiutinados 
grandes; 4+, um aglutinado solido. 

Fonte: American Association of Blood Banks . 2 
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QUADRO 14.2 Metodo 1 - Tecnica de tipagem sanguinea ABO e RhD em tubo 


Reagentes: anti-A, anti-B, anti-AB (opcional), anti-D, controle de Rh, eritrocitos A 1f eritrocitos B, solugao salina (NaCI 0,9%) 

i 

Amostra: coletar 2 a 5 mL de sangue venoso periferico com anticoagulante EDTA (acido etilenodiamino tetracetico [EDTA, do 
ingles efhy/enedfam/ne fetraceficadd]) e centrifugar na velocidade e no tempo padronizados 

2 

Identificar sete tubos de ensaio 12x75 mm com o numero da amostra e como A, B, D, C, 3%, RA, RB 

3 

Dispensar 1,5mL de solugao salina no tubo 3% 

4 

Dispensar uma gota (50 pL) dos reagentes: 

Tubo Reagente 

Prova direta f A Anti-A 

l B Anti-B 

D Anti-D 3 

C Controle de Rh 3 

3% Nao dispensar reagente: tubo com solugao salina 

Prova reversa f RA Eritrocitos A1 

L RB Eritrocitos B 

5 

Com auxllio de pipeta de Pasteur, aspirar o plasma a ser testado e dispensar duas gotas (100 pL) em cada um dos tubos R A e RB 

6 

■ Preparar suspensao de eritrocitos-teste 3% 

■ Com a mesma pipeta de Pasteur, pipetar pequeno volume dos eritrocitos-teste e dispensar uma gota (50 pL) no tubo 3%; 
homogeneizar a suspensao de eritrocitos 

7 

Dispensar 1 gota de eritrocitos-teste a 3% em cada um dos tubos A, B, D e C. 

8 

Homogeneizar todos os tubos 

9 

Centrifugar por 1 minutoa 1.000 rpm ou conforme padronizado 

10 

Agitarsuavemente os tubos para ressuspender o botao de eritrocitos e verificara presenga de aglutinagao ou hemolise. Ler os 
tubos em espelho ou fundo branco, graduar, registrar e interpretar os resultados. Recomenda-se a conferencia da leitura por 
outro tecnico (conferencia dupla) 


Interpretagao dos resultados: 

■ aglutinagao ou hemolise: reagao positiva 

■ ausencia de aglutinagao no tubo D: pesquisar D fraco 

■ controle de Rh: nao deve aglutsnar. Se agiutinar, o resultado e invalido 

Notas: 

1. A tecnica deve ser reaiizada de acordo com instrugoes do fabricante. 

2. Tubos de ensaio 12x75mm: podem ser utilizados tubos de vidro ou de poliestireno descartavel (tubo transparente). A lavagem de 
tubos e etapa crftica, pois residuos (p. ex., detergente) podem causar aglutinagao inespedfica. 

3. 0 anti-D pode ser polidonal, monoclonal (mAb) IgM, mAb IgG ou mistura de mAb IgG+IgM (B/end). 0 done do anti-D monoclonal 
deve estarespecificado na bula. 0 controle de Rh deve ser da mesma marca/fabricante que o anti-D. Para anti-D produzido em meio 
salino o controle de Rh e dispensavel. 

Recomendagoes: 

Portaria 2712/2013- Anvisa 15 para receptores de sangue (padentes), recomenda-se utilizardois anti-D mAb (1 DVI+ e 1 DVI-), quando 
houver discrepancy deve-se investigar D fraco e D parcial; para doadores de sangue, recomenda-se utilizar dols anti-D mAb, sendo pelo 
menos um anti-D IgG e realizar a fase da antigiobulina humana - AGH (fase de Coombs). 

British Committee for Standards in Haematology:™' 19 recomenda dois anti-D mAb IgM potentes e nao realizar pesquisa de D 
fraco em padentes. 

4. Suspensao de eritrocitos aproximadamente a 3% (pode variar de 2-5%). 

5. Proceder a centrifugagao de acordo com recomendagoes do fabricante; a centrifuga deve ser calibrada para padronizar o tempo e a 
velocidade de centrifugagao. 

6. Graduagao da reagao: ver Graduagao da reagao e escore numerico. 

7. Reagao discrepante entre a prova direta e a prova reversa ou reagao fraca: pesquisar a presenga de autoanticorpos ou aloanticorpos 
frios, formagao de rouleaux, realizar tecnica com incubagao a 4 °C. 

8. Controle de Rh reagente (positivo): invalida o resultado de tipagem RhD. Pesquisar a formagao de rouleaux, realizar o teste da 
antigiobulina direto. Se positivo, repetir tipagem sanguinea apos dissociagao de anticorpos IgG dos eritrocitos peia tecnica da 
doroquina seguida da tecnica de bloqueio (ver metodos 9 e 10). 

Fonte: Adaptado de American Association of Blood Banks . 2 
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QUADRO 14.3 Metodo 2 - Pesquisa do antlgeno D fraco peio metodo em tubo 


Reagentes: anti-D, solugao salina (NaCI 0,9%), soro de Coombs monoespecifico (anti-IgG), eritrocitos-controle sensibilizadas com IgG. 

i 

Realizar a pesquisa do D fraco seforobservada ausencia de aglutinagao no tubo D (metodo 1) 

2 

incubar os tubos D e C por 15 minutos a 37 °C ou de acordo com as instrugoes do fabricante 

3 

Centrifugar por 1 minuto a 1.000 rpm ou conforme padronizado 3 

4 

Agitar suavemente os tubos para ressuspender os eritrocitos everificar a presenga de aglutinagao ou hemolise. Ler os tubos em 
espelho ou fundo branco, registrare interpretaros resultados 

5 

Interpretagao: 

■ aglutinagao apos incubagao a 37 °C: considerar RhD positivo 

■ ausencia de aglutinagao: continuar o teste 

6 

Lavartres vezes os tubos D e C com solugao salina. Centrifugar os tubos por 1 minuto a 3.400 rpm ou conforme padronizado 

7 

Apos a ultima lavagem, decantar toda a saiina em papel absorvente 

8 

Adicionar duas gotas de soro de Coombs monoespecifico e homogeneizar 

9 

Centrifugar por 1 minuto a 1.000 rpm ou conforme padronizado 

10 

Agitar suavemente os tubos para ressuspender o botao de eritrocitos e observer a aglutinagao e/ou hemolise. Graduar, registrar 
e interpretar os resultados. Recomenda-se a conference da leitura por outro tecnico (conference dupla) 

11 

Interpretagao: 

■ ausencia de aglutinagao tubo D: RhD negativo 

■ aglutinagao do tubo D: RhD positivo (D fraco) 

* controle de Rh negativo: teste validado 

■ controle de Rh positivo: resultado de RhD inconclusivo; resolver a discrepance 

12 

Ausencia de aglutinagao no tubo D e/ou C: adicionar uma gota do controle de Coombs (eritrocitos sensibilizados) e centrifugar 
por 1 minuto a 1.000 rpm. Agitar suavemente os tubos e observar a aglutinagao 

13 

O controle de Coombs deve aglutinar (reagao positiva) para validar as lavagens em solugao salina e validar o soro de Coombs. O 
controle de Coombs negativo invalida o resultado do teste de Coombs (repetir o teste) 


Notas: 

1. A tecnica deve ser realizada de acordo com instrugoes do fabricante. 

2. 0 anti-D pode ser polidonal, monodonaf (mAb) IgM, mAb IgG ou mistura de mAb IgG+IgM (b/end). 

0 done do anti-D monoclonal deve estar especificado na bula. 

Recomendagoes: 

Portaria 2712/2013 -ANVISA: 15 para receptores desangue (pacientes), recomenda-se utilizardois anti-D mAb (1 DVI+ e 1 DVI-), quando 
houver discrepancy deve-se investigar D fraco e D parciai; para doadores de sangue, recomenda-se utilizar dois anti-D mAb, sendo pelo 
menos um anti-D IgG e realizar a fase da antiglobulina humana - AGH (fase de Coombs). 

British Committee for Standards in Haematology: 58 59 recomenda dois anti-D mAb IgM potentes e nao realizar pesquisa de D fraco em 
pacientes. 

American Association of Blood Banks: 2 recomenda nao realizar pesquisa de D fraco em amostras de pacientes. 

3. Proceder a centrifugagao como recomendado pelo fabricante; a centrifuga deve ser calibrada para padronizar o tempo e a velocidade de 
centrifugagao, 

4. Quando utilizado anti-D VI+ (p. ex., clones MS-26, ESD-1), com reagao de aglutinagao < 2+, alguns autores recomendam considerar o 
paciente como RhD negativo para fins de transfusao sangutnea ou tmunoprofilaxia Rh, 

Fonte: Adaptado de American Association of Blood Banks . 2 
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QUADRO 14.4 Metodo 3 - Teste da antiglobulina indireto-TAI (Coombs indireto) pelo metodo em tubo com 
polietilenoglicol 


Reagentes: hemacias reagentes fenotipados, soro de Coombs monoespedfico(anti-lgG), aditivo polietilenoglicol (PEG), solugao 
safina (NaCI 0,9%), eritrocitos-controle sensibilizados com IgG 

1 

Identificar dois tubos de ensato 12x75mm como 1 e II 

2 

Pipetar uma gota de hemacias reagentes fenotipados f e II nos respectivos tubos 

3 

Pipetar duas gotas (100 pL) de soro ou plasma 3 com pipeta de Pasteur em cada urn dos tubos 

4 

Homogeneizar os tubos e centrifugar por 1 minuto a 1.000 rpm 

5 

Agitar suavemente os tubos para ressuspender o botao de eritrocitos e verificar a presenga de aglutinagao ou hemolise. Ler os 
tubos em espelho ou fundo branco, registrar e interpretar os resultados 

6 

Ler e interpretar os resultados: 

■ aglutinagao: presenga de anticorpo frio (reagente a temperatura < 32 °C, otimo de reatividade a 4°C), identificar o anticorpo 
frio e continuar o teste para verificar a presenga de anticorpos quentes (reagente a 37 °C) 

■ ausencia de aglutinagao: continuar o teste 

7 

Adicionar duas gotas de PEG em cada urn dos tubos 

8 

NAO CENTRIFUGAR 

9 

Incubar os tubos 1 e II por 15 minutos a 37 °C 

10 

NAO CENTRIFUGAR 

11 

Lavar os tubos 1 e II por quatro vezes com solugao saiina. Centrifugar os tubos por 1 minuto a 3.400 rpm ou conforme 
padronizado 

12 

Apos a ultima lavagem, decantar toda a saiina em papel absorvente 

13 

Adicionar duas gotas do soro de Coombs monoespecifico e homogeneizar 

14 

Centrifugar por 1 minuto a 1.000 rpm ou conforme padronizado 

15 

Agitar suavemente os tubos para ressuspender os eritrocitos e verificar a presenga de aglutinagao ou hemoiise. Ler os tubos em 
espelho ou fundo branco, graduar, registrar e interpreter os resultados. 

16 

Interpretagao: 

■ aglutinagao em qualquer urn dos tubos (1 e/ou II): reagente. Presenga de anticorpo IgG. Identificar o anticorpo 
a ausencia de aglutinagao nos tubos 1 e II: nao reagente 

17 

Tubos que nao aglutinaram: adicionar uma gota do controfe de Coombs (eritrocitos sensibilizados) e centrifugar por 1 minuto a 

1.000 rpm. Homogeneizar suavemente os tubos e observar a aglutinagao 

18 

O controle de Coombs deve aglutinar (reagao positiva) para validar as lavagens em solugao saiina e validar o soro de Coombs. O 
controle de Coombs negativo invalida o resultado do teste de Coombs (repetir o teste) 


Notas: 

1. Tecnica de acordo com instrugbes do reagente Bio Peg - BSA/Fresenius-Kabi®, 0 PEG e mais sensfvel que a aSbumina bovina. Sefor utiliza- 
da albumina bovina, ver instrugbes do fabricante. 

2. Amostra: soro ou plasma. Teoricamente, o plasma terla desvantagem pela agao do anticoagulante que inibe a ativagao do complemento e nao 
seriam detectados anticorpos que ativam complemento (p. ex., anti-Vel). Por outro lado, o plasma e mais convenience na automagao dos testes. 

3. Hemacias reagentes: 0 teste da antiglobulina indireto nao deve ser realizado com poo/de eritrocitos 0 RhD positivo, pois detectaria sotmen- 
te anti-D e nao os demals anticorpos clinicamente significances. Recomenda-se utilizar eritrocitos de doador R^. (DCe/DCe) e R 2 R 2 (DcE/DcE) 
que expressem os antigenos C, c, D, E, e, K, k, Fy 3 , Fy b , Jk a , Jk b ,S, s, M, N, Le 3 , Di a . Os antigenos Fy a , Fy b , Jk a , Jk b , S, s devem estar expressos 
em homozigose para evitarfalso-negativo por efeito de dose (quando expresso em heterozigose). 

4. A centrtfuga deve ser calibrada para padronizar o tempo e a velocidade de centrifugagao. 

5. A centrifugagao deve ser omitida nesta etapa porque os eritrocitos podem formar agregados e dificultar a interpretagao dos resultados. 

6. Usar soro de Coombs monoespecifico porque alguns soros de Coombs poliespecificos podem causar reagoes falso-positivas. 

Fonte: Adaptado de American Association of Blood Banks . 2 
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QUADRO 14.5 Metodo 4 - Teste da antiglobulina indireto-TAI (Coombs indireto) com amostra pre-aquecida 
a 37 °C 



Reagentes: hemacias reagentes fenotipados, soro de Coombs monoespedfico (anti-lgG), soiugao saiina (NaCI 0,9%) aquecida a 
37 °C, eritrocitos-controle sensibilizados com IgG 

1 

Identificar dois tubos de ensaio 12x75mm como 1 e II 

2 

3 

4 

Pipetar uma gota de hemacias reagentes fenotipados! e II nos respectivos tubos 

Pipetar o soro ou plasma em tubo de ensaio 12x75 com volume suficiente para realizar o TAI 

Incubara pipeta de Pasteur (ou ponteira), os tubos 1 e II e o tubo contendo soro ou plasma separadamente por 15 minutos a 37 "C 

5 

Pipetar duas gotas do soro ou plasma pre-aquecido nos tubos 1 e II, homogeneizar e incubar por 60 minutos a 37 °C. Incubar a 
saiina a 37 °C para lavagem 

6 

Lavar os tubos por 3 a 4 vezes com saiina aquecida a 37 °C 

7 

Adicionar duas gotas do soro de Coombs monoespecifico, homogeneizar e centrifugar por 1 minuto a 1.000 rpm ou de acordo 
com o padronizado 

8 

Agitar suavemente os tubos para ressuspender o botao de eritrocitos e verificar a presenga de aglutinagao ou hemolise. Leros 
tubos em espelho ou fundo branco, graduar, registrar e interpretaros resuftados 

9 

Ler e interpretar os resuitados: 

■ aglutinagao: presenga de anticorpo quente {reagente a 37 °C). Realizar a identificagao do anticorpo antieritrocitario com 
tecnica pre-aquecida para avaliara importancia dinica 

■ ausencia de aglutinagao: nao reagente 

10 

Tubos que nao aglutinaram: adicionar uma gota do controle de Coombs (eritrocitos sensibilizados) e centrifugar por 1 minuto a 

1.000 rpm. Homogeneizar suavemente os tubos e observar a aglutinagao 

11 

0 controle de Coombs deve aglutinar (reagao positiva) para vaiidar as iavagens em soiugao saiina e validar o soro de Coombs. 0 
controle de Coombs negative invalida o resultado do teste de Coombs (repetir o teste) 


Notas: 

1. 0 pre-aquecimento da amostra pode ser util na pesquisa e identificagao de anticorpos reativos a 37 c C, em especial na presenga de alo ou 
autoanticorpos reativos a frio, que poderiam mascarar a presenga de anticorpos clinicamente significantes. 

2. Esta tecnica deve ser utiiizada com caiitela, pois pode redtizir a senslbiiidade de detecgao de alguns anticorpos clinicamente significantes. 
Se o teste for positive, realizar a identificagao de anticorpos com pre-aquecimento. 

Fonte: Adaptado de American Association of Blood Banks . 2 
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QUADRO 14.6 Metodo 5 - Teste da antiglobulina direto-TAD (Coombs direto) pelo metodo em tubo 


Reagentes: soro de Coombs monoespedfico (anti-IgG) e soro de Coombs poliespecffico ou anti-humano (anti-IgG + anti-C3d), 
solugao saiina (NaCI 0,9%), tubo com EDTA para coleta da amostra 

i 

Identificar quatro tubos de ensaio 12x75mm como 3%, M, P e C (controle negativo) 

2 

Dispensar 1,5mL de solugao saiina no tubo 3% 

3 

Preparar suspensao de eritrocitos-teste 3% (cofetados em tubo com EDTA) 

Com uma pipeta de Pasteur, pipetar pequeno volume dos eritrocitos-teste e dispensar uma gota (50 pL) no tubo 3%; 
homogeneizar a suspensao de eritrocitos 

4 

Dispensar duas gotas da suspensao de eritrocitos a 3% em cada um dos tubos M, P e C 

5 

Lavar os tubos M e P por tres vezes com solugao saiina (sangue de cordao: lavar de 6 - 8 vezes). Centrifugar os tubos por 1 
minuto a 3.400 rpm ou conforme padronizado 2 

6 

Apos a ultima lavagem, decantar toda a saiina em papel absorvente 

7 

Adicionar duas gotas do soro de Coombs monoespedfico no tubo M e duas gotas do soro de Coombs poliespecffico nos tubos P 
e C. Homogeneizar 

7 

Centrifugar por 1 minuto a 1.000 rpm ou conforme padronizado 

8 

Agitarsuavemente os tubos para ressuspender o botao de eritrocitos e verificara presenga de aglutinagao ou hemotise. Ler os 
tubos em espelho ou fundo branco, graduar, registrar e interpretar os resuitados 

9 

Interpretagao: 

■ aglutinagao no tubo M: reagente. Presenga de anticorpo IgG no eritrocito-teste 

■ aglutinagao no tubo P: reagente. Presenga de anticorpo IgG e/ou C3d 

■ ausencia de aglutinagao nos tubos MeP: nao reagente 

■ aglutinagao no tubo C: resultado incondusivo, possfvel presenga de aglutininas frias (repetir teste com solugao saiina 
aquecida a 37 °C) 

10 

Tubo P nao reagente: incubar por cinco minutos a temperatura ambiente (anti-C3d necessita de incubagao para reagir) 

Centrifugar novamente por 1 minuto a 1.000 rpm. Agitar suavemente o tubo e observar a aglutinagao. Aglutinagao: reagente 
(possfvel C3d depositado na membrana eritrocitaria, confirmar com anti-C3d monoespedfico) 

11 

Tubos que nao aglutinaram: adicionar uma gota do controle de Coombs (eritrocitos sensibiiizados) e centrifugar por 1 minuto a 

1.000 rpm. Agitar suavemente os tubos e observar a aglutinagao 

12 

0 controle de Coombs deve aglutinar (reagao positiva) para validar as lavagens em solugao saiina e validar o soro de Coombs. 

0 controle de Coombs negativo invalida o resultado do teste (repetir) 


Notas: 

1. A tecnica deve ser realizada de acordo com instrugoes do fabricante. 

2. Suspensao de eritrocitos aproximadamente a 3% (pode variarde 2-5%). Utilizar amostra coletada com EDTA (acido etilenodiaminotetrace- 
tico). Amostra coagulada pode ativar protemas do compiemento in vitro, causando um resultado faiso-positivo. 

3. A centrffuga deve ser calibrada para padronizar o tempo e a velocidade de centrlfugagao. 

4. Realizar a incubagao com soro de Coombs poliespecffico de acordo com instrugoes do fabricante. 

Fonte: Adaptado de American Association of Blood Banks . 2 
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QUADRO 14.7 Metodo 6 - Deteqao de antfgenos ABO fracos e anticorpos por incubagao a temperature 
ambiente e a 4 °C 


Reagentes: anti-A, anti-B, anti-AB {optional), eritrocitos A t (RA),eritrocitos B (RB), eritrocitos 0 (0), albumlna bovina a 6% (ALB 
6%). ALB 6%: diluir 1,4 mL de albumina bovina 22% em 4 mL de salina (NaCI 0,9%) 

i 

Realizar o procedimento de acordo com o metodo 1 para tipagem sangufnea ABO (prova direta e reversa) 

■ Tubo-controle da prova direta: ALB (eritrocitos do paciente a 3% + albumina bovina a 6%) 

■ Tubo-controle da prova reversa: 0 (eritrocitos 0 + soro/ptasma do paciente) 

2 

Incubar os tubos A, B, ALB, RA, RB e 0 por 30 minutos a temperatura ambiente (20-24 °C) 

3 

Centrifugar por 1 minuto a 1.000 rpm ou conforme padronizado 

4 

Agitar suavemente os tubos para ressuspender o botao de eritrocitos e verificar a present de aglutina^ao ou hemolise. Leros 
tubos em espelho ou fundo branco, registrar e interpretar os resultados 

5 

Interpreta^ao dos resultados: 

■ aglutina^ao ou hemolise: rea^ao positiva 

■ ausencia de aglutina^ao: incubar os tubos por 30 minutos a 4 °C (2-8 °C) 

6 

Centrifugar por 1 minuto a 1.000 rpm ou conforme padronizado 

7 

Agitar suavemente os tubos para ressuspender o botao de eritrocitos e verificar a present de aglutina^ao ou hemolise. Leros 
tubos em espelho ou fundo branco, graduar, registrar e interpretaros resultados 

8 

Interpreta^ao dos resultados: 

■ aglutina^ao ou hemolise: reagao positiva 

■ ausencia de aglutina^ao: reagao negativa 

■ aglutina^ao no tubo com albumina bovina 6%: resultado Inconclusive, aglutinaqao espontanea 

■ agiutina^ao no tubo O: resultado incondusivo, investigar presenga de autoanticorpo ou aloanticorpo 


Notas: 

1. A pesquisa de subgrupos de Afracos pode ser reaiizada pela tecnica de adsor^ao-eluigao, 

2, A centrifuga deve ser calibrada para padronizar o tempo e a velocidade de eentrifugagao. 
Fonte: Adaptado de American Association of Blood Banks. 2 
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QUADRO 14.8 Metodo 7 - Titulagao de anticorpos a rit ier it rocita rios 


Reagentes: soro de Coombs monoespecffico (antl-IgG), eritrocitos do grupo 0 a 2% contendo o antfgeno especffico, eritrocitos 
-controle sensibilizados com IgG, solugao salina (NaCI 0,9%) 


Preparar a suspensao de eritrocitos do grupo 0 a 2%: pipetar 2,45 mL de salina e adicionar 50 pi dos eritrocitos, Homogeneizar 
bem 


Realizar dilutees seriadas do soro: identificar 11 tubosde ensaio2 (1:2), 4,8,16, 32 ate 2.048. Pipetar 500 jiLde salina nos 
tubos, Pipetar 500 pL do soro nao diluido no tubo 2, homogeneizar bem. Pipetar 500 pL do tubo 2 e dispensar no tubo 4, 
homogeneizar bem. Repetir esse procedimento ate o tubo 2.048 


identificar 12 tubos de ensaio: 1,2,4, 8,16,32 ate 2.048. Pipetar 100 pL do soro naodilusdo no tubo 1. Pipetar 100 pL da 
diluigao 2 (1:2) no tubo 2,100 pL da diluigao 4 (1:4) no tubo 4 e assim sucessivamente 


Adicionar 100 pL da suspensao de eritrocitos a 2% em todos os tubos. Podem ser utilizados eritrocitos comerciais de 3 a 4%, 
embora isso diminua a precisao do teste 


Homogeneizar os tubos e incubar por 1 hora a 37 °C 


Lavar os tubos quatro vezes com salina. Apos a ultima lavagem, decantartoda a salina em papel absorvente 


Adicionar duas gotas do soro de Coombs monoespecffico em cada urn dos tubos 


8 


Homogeneizar e centrifugar por 1 minuto a 1000 rpm ou conforme padronizado 


Agitarsuavemente os tubos para ressuspender o botao de eritrocitos e verificara presenga de aglutinagao ou hemolise. Ler os 
tubos em espelho ou fundo branco, graduar, registrar e interpretar os resultados 


10 


Interpretagao dos resultados: 

■ aglutinagao: reagao positiva 

■ titulo: maior diluigao que apresentar aglutinagao com graduagao > 1+. Porexempio: diluigao 1:32, tftulo = 32. Atabela 
abaixo demonstra o tftulo e escore de duas amostras 


Amostra 

Diluigao do soro 

Titulo 

Escore 

1 

2 

4 

8 

16 

32 

64 

128 

256 

512 

1 

graduagao 

4+ 

3+ 

3+ 

2+ 

2+ 

2+ 

1+ 

± 

± 

0 

64 

65 

1 

escore 

12 

10 

10 

8 

8 

8 

5 

2 

2 

0 

2 

graduagao 

2+ 

1 + 

1 + 

1 + 

± 

± 

0 

0 

0 

0 

8 

27 

2 

escore 

8 

5 

5 

5 

2 

2 

0 

0 

0 

0 


11 


Tubos que nao agiutinaram: adicionar uma gota do controle de Coombs (eritrocitos sensibilizados) e centrifugar por 1 minuto a 
1.000 rpm. Agitar suavemente os tubos e observar a aglutinagao 


12 


O controle de Coombs deve agiutinar (reagao positiva) para validar as lavagens em solugao salina e validar o soro de Coombs. O 
controle de Coombs negativo invalida o resultado do teste de Coombs (repetir o teste) 


Notas: 

1. A tecnica deve ser realizada de acordo com instrugoes do fabricante. 

2. Eritrocitos para titulagao do anti-D: a selegao das eritrocitos e controversa. Alguns autores recomendam utilizar eritrocitos R 2 R 2 (DcE/DcE) 
por ter expressao mais forte do antfgeno D e apresentar menor variagao na expressao dos antfgenos D na populagao. Outros autores recomen* 
dam a utilizagao do fenotipo R-,r (DCe/ce) que expressa uma unica dose do antfgeno D. 0 importante e a padronizagao do teste. Se uma 
amostra for tituiada com eritrocitos R 2 R 2 , esse fenotipo deve ser utiiizado para uma titulagao futura. 

3. A centrffuga deve ser calibrada para padronizar o tempo e a velocidade de centrifugagao. 

4. Para determinar o aumento de titulo do anticorpo antieritrocitario, a titulagao deve ser realizada com duas amostras simultaneamente. 
Guardar a primeira amostra congelada ate a reaiizagao do teste com a amostra subsequente. A variagao de dois ou mais tftulos entre duas 
amostras indica estfmulo na produgao de anticorpos. 

5. A titulagao e urn metodo simples, mas e limitada porfornecerum resultado semiquantitativo, pelafalta de acuracia e pela subjetividade da 
interpretagao. 

Fonte: Adaptado de American Association of Blood Banks . * 1 2 3 4 5 
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QUADRO 14.9 Metodo 8 - Investigate) da formagao de rouleaux 


Reagentes: eritrdcitos A 1( eritrdcitos B, eritrdcitos 0, salina (NaCI 0,9%) 

i 

Realizar o procedimento de acordo com o metodo 1 para tipagem sanguinea ABO (prova reversal tubos A 1( B, 0) 

2 

Centrifugar os tubos A 1( B e 0 por 1 minuto a 1.000 rpm ou conforme padronizado 

3 

Remover o soro (plasma), deixando os eritrdcitos no tubo 

4 

Adicionar duas gotas de solugao salina 

5 

Agitar suavemente os tubos para ressuspender o botao de eritrdcitos e verificar a presenga de aglutinagao 

6 

Interpretagao dos resultados: 

■ rouleaux: eritrdcitos ressuspensos com solugao salina 

■ aglutinagao espedfica: eritrdcitos permanecem agiutinados 

■ Se necessario, observar ao microscopio optico 


Notas: 

1. A centrifuga deve ser calibrada para padronizar o tempo e a velocidade de centrifugagao. 

2. Rouleaux: os eritrdcitos estao empilhados como moedas (observar ao microscopio optico). Investigar bistoria de mieloma multSpIo, crioglo- 
bulinemia, cirrose e hiperfibrinogenemia causada por infecgoes. 

Fonte: Adaptado de American Association of Blood Banks . 2 


QUADRO 14.10 Metodo 9 - Dissociagao de anticorpos IgG dos eritrdcitos com TAD positivo pela cloroquina 


Reagentes: eritrdcitos-teste com TAD positivo, solugao de difosfato de cloroquina a 20g/100 mL, soro de Coombs 
monoespecifico, salina (NaCI 0,9%) 

i 

Preparar a solugao de difosfato de cloroquina: dissolver 20 g de difosfato de cloroquina em 100 mL de solugao salina. Ajustar o 
pH para 5,1 com NaOH IN e armazenar de 2 a 8 °C 

2 

Pipetar 10 gotas dos eritrocitos-teste em tubo de ensaio 12x75mm 

3 

Lavar os eritrdcitos tres vezes com solugao salina 

4 

Pipetar 40 gotas de solugao de difosfato de cloroquina, homogeneizar e incubar 30 minutos a temperatura ambiente (20 a 24 °C) 

5 

Apos 30 minutos de incubagao, retirar uma pequena aiiquota de eritrdcitos-teste e lavar tres vezes com solugao salina. 

Centrifugar por 1 minuto a 3.400 prm ou conforme padronizado 

6 

Realizar o TAD (teste de Coombs direto) 

7 

Interpretagao: 

■ TAD negativo: eritrdcitos podem ser utilizados para tipagem sanguinea 

■ TAD positivo: continuar o teste 

8 

Continuar a incubagao do tubo-teste. Retirar aiiquotas dos eritrdcitos-teste em intervalos de 30 minutos e realizar o TAD, ate o 
maximo de duas horas de incubagao 

9 

Interpretagao: 

■ TAD negativo: eritrdcitos podem ser utilizados para tipagem sanguinea 

■ TAD positivo apos duas horas de incubagao: realizar o metodo de bloqueio de IgG 


Notas: 

1. A solugao de difosfato de cloroquina pode ser preparada em farmacia de manipulagao. 

2, Manter a proporgao de 4 partes de cloroquina para 1 parte de eritrdcitos-teste. 

3, A centnfuga deve ser calibrada para padronizar o tempo e a velocidade de centrifugagao. 

4. Incubagao dos eritrdcitos por mais de duas boras pode prejudicar a reatividade anttgenica. Frames de protefnas do complement nao sao 
removidas pela cloroquina. 

TAD, teste da antiglobulina direto (Coombs direto). 

Fonte: Adaptado de American Association of Blood Banks . 2 
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QUADRO 14.11 Metodo 10 - Bloqueio de IgG em eritrocitos com TAD positivo 


Reagentes: eritrocitos-teste com TAD positivo, soro de Coombs monoespecffico (anti-IgG), saiina (NaCI 0,9%) 

1 

Lavar as eritrocitos-teste 3 a 4 vezes com solugao salina 

2 

Pipetar uma gota dos eritrocitos-teste em tubo de ensaio 12x75mm 

3 

Pipetar 20 gotas do soro de Coombs monoespecffico 

4 

Homogeneizar e incubar por 10 minutos a temperatura ambiente (20-24 °C) 

5 

Lavar os eritrocitos-teste 3 a 4 vezes com solugao salina 

6 

RealizaroTAD 

7 

Interpretagao: 

■ TAD negativo: eritrocitos podem ser utilizadas para tipagem sangufnea 

■ TAD positivo: repetir o teste novamente 


Notas: 

1. Amostras com TAD > 2+ devem ser tratadas previamente pelo difosfato de cloroquina. 

2, A amostra pode ser incubada por ate 15 a 20 minutes. 

TAD, teste da antiglobulina direto (Coombs direto) 

Fonte: Sererat e colaboradores. 20 


QUADRO 14,12 Metodo 11 - Calibragao da centrffuga com velocidade fixa para aglutinagao imediata 


Material e reagentes: 

■ Para anticorpos em meio salino: soro de indivfduo do grupo A (anti-B) dilufdo com albumina a 6% para dar aglutinagao de 1 + 
Albumina a 6%: diluir 1,5 ml de albumina bovina a 22% em 4 mL de solugao salina 

- Controle positive: eritrocitos B dilufdos 2 a 5% em solugao salina (NaCI 0,9%) 

- Controle negativo: eritrocitos A dilufdos 2 a 5% em solugao salina. 

■ Para anticorpos em meio proteico: anti-D dilufdo com albumina a 22% para dar aglutinagao de 1+ 

- Controle positivo: eritrocitos RhD positivos dilufdos 2 a 5% em solugao salina 

- Controle negativo: eritrocitos RhD negativos dilufdos 2 a 5% em solugao salina 


Identificar cinco tubos positivos (POS) e cinco tubos negativos (NEG) para cada teste {reagente em meio salino e meio proteico) 


Adicionar anti-B dilufdo em 10 tubos {5 B POS e 5 B NEG) e anti-D dilufdo em 10 tubos (5 D POS e 5 D NEG) 


Adicionar os eritrocitos em urn par de tubos para cada antissoro {1 B POS e 1 B NEG; 1 D POS e 1 D NEG). Centrifugar por 10 
segundos, observar o resultado conforme tabela abaixo, graduar e registrar a aglutinagao 


Repetir o item 3 para cada intervafo de tempo (15,20, 30 e 45 segundos) 


Selecionar o tempo dtimo de centrifugagao conforme tabela abaixo. Anotar o tempo de centrifugagao no equipamento. 
Exemplo de resultado de calibragao da centrffuga sorologica com velocidade fixa 
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Sobrenadante Ifmpido? 

nao 

nao 

sim 

sim 

sim 

Botao de eritrocitos bem-delineado? 

nao 

nao 

nao 

sim 

sim 

Ceiulas ressuspendem facilmente? 

sim 

sim 

sim 

sim 

nao 

Intensidade da aglutinagao 

± 

± 

i+ 

i+ 

i+ 


Nota: Nesse exemplo, o tempo otimo de centrifugagao e de 30 segundos. 


Nota: A calibragao de centrffuga com velocidade variavel pode ser realizada aiternando-se os parametros tempo e velocidade. Exemplo: veloci¬ 
dade 1.000 rpm, 1.500 rpm, 2.000 rpm, 2.500 rpm, 3000 rpm e 3.500 rpm, utilizando os tempos de 15, 30 e 60 segundos para cada velocidade. 

Fonte: Adaptado de American Association of Blood Banks. 2 
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QUADRO 14.13 Metodo 12 - Caiibragao da centrifuga com velocidade fixa para lavagem e teste da 
antiglobulina humana 


Material e reagentes: Antiglobulina humana - AGH (soro de Coombs), solugao sallna {NaCi 0,9%), anti-D 

■ Controle positivo (POS): eritrocitos RhD positivo diiuidos 2 a 5% em solugao salina e incubadas com anti-D diluido por 15 
minutos a 37 °C para dar uma aglutinagao de 1+, apos adigao de antiglobulina humana {soro de Coombs) 

■ Controle negativo (NEG): eritrocitos RhD positivo diiuidos 2 a 5% em solugao salina e incubados com albumina a 6% por 15 
minutos a 37 °C 

1 

Identificar cinco tubos positivos (POS) e cinco tubos negativos (NEG). Adicionar uma gota de eritrocitos POS e uma gota de 
eritrocitos NEG em cada urn dos respectivos tubos 

2 

Completar os tubos com salina e centrifugar em pares (1 NEG e 1 POS) para cada tempo. Exemplo: 30,45, 60,90 e 120 
segundos. Os eritrocitos devem formar urn botao bem-delineado, com o minimo de celuias livres no sobrenadante. Apos a 
decantagao da salina, o botao de eritrocitos deve serfacilmente ressuspenso. 0 tempo otimo de centrifugagao e o menor tempo 
que atende esses requisitos 

3 

Repetir a lavagem dos tubos por mais tres vezes utilizando o tempo otimo de centrifugagao encontrado 

4 

Decantartodo o sobrenadante e adicionar duasgotas da antiglobulina humana em urn par de tubos (1 NEG e 1 POS). Centrifugar 
por 10 segundos e registrar o resultado. Repetir para cada urn dos intervalos (15, 20,30 e 45 segundos) 

5 

Selecionar o tempo otimo de centrifugagao. Anotar o tempo otimo de lavagem e de centrifugagao no equipamento. 


Nota: A caiibragao de centrifuga com velocidade variavel pode ser realizada alternando-se os parametros tempo e velocidade. Exemplo: ve- 
tocidade 1.000 rpm, 1500 rpm, 2000 rpm, 2500 rpm, 3000 rpm e 3500 rpm, utilizando os tempos de 30,45 e 60 segundos (lavagem) on 15, 
30 e 60 segundos (AGH) para cada velocidade. 

Fonte: American Association of Blood Banks. 2 
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